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Před téměř 50 lety bylo ukázáno, že vlivem hypotermní inkubace u kuřat dochází 
k celkovému zmenšení embryí a zároveň zvětšení srdce, jež bylo připisováno hypertrofii 
(zvětšenému objemu buněk). Oplozená kuřecí vejce byla inkubována v normotermii (37,5°C) a 
hypotermii (33,5°C) od jedenáctého embryonálního dne. Sedmnáctý den byla embrya zvážena a 
poté byla zvážena i jejich srdce. V souladu s předchozími výsledky byla hypotermní embrya o 29% 
menší a měla srdce o 18% větší. Poměr hmotností srdce a těla byl u hypotermní skupiny o 67% 
vyšší. Naměřená velikost buněk byla v cílových oblastech velmi vyrovnaná a to i mezi oběma 
skupinami. Tloušťka stěny levé komory byla dvojnásobná oproti pravé komoře a u hypotermního 
modelu byla nesignifikantně vyšší. Terminální část převodního systému, Purkyňova vlákna, byla 
menší než pracovní kardiomyocyty. U hypotermie byla Purkyňova vlákna mírně zvětšena. 
Proliferační aktivita byla měřena pomocí imunohistochemického značení anti-phoshohiston H3. 
U experimentální skupiny byla znatelně vyšší proliferace, v pravé komoře dosáhla statistické 
významnosti. V mechanismu růstu embryonálního srdce při hypotermní inkubaci převažuje tedy 
hyperplazie (zvětšená proliferace buněk) nad hypertrofií. 
 
Klíčová slova: kuřecí embryo, hypotermie, inkubace, hypertrofie, hyperplazie, kardiomyocyty, 




It was shown almost 50 years ago that hypothermic incubation of chicken embryos results in a 
reduction in the size of embryos and an increase in the heart weight, presumably by hypertrophy 
(increase in cell volume). The chicken embryos were incubated in normothermia (37.5 ° C) and 
hypothermia (33.5 ° C) from the eleventh embryonic day. On the 17th day, the embryos were 
weighed and then their hearts were weighed. In agreement with the previous results, hypothermic 
embryos were 29% smaller and their hearts 18% heavier. The heart-to-body weight ratio was 67% 
higher in the hypothermic group. The measured cell size was very similar in the target areas and it 
was also between the two groups. The left ventricle width was twofold that the right one and the 
difference was not significantly higher in the hypothermia model. Purkinje fibers, the terminal part 
of the conduction system, were smaller than the working cardiomyocytes. Purkinje fibers were 
slightly enlarged after hypothermic incubation. The proliferation rate was measured 
by immunohistochemical labeling of anti-phospho histone H3. The experimental group showed 
much higher proliferation rate; it reached statistical significance in the right ventricle. Thus, 
hypothermic incubation resulted in increased growth of embryonic heart based on hyperplasia 
(increase in cell proliferation) rather than hypertrophy. 
 
Key words: chick embryo, hypothermia, incubation, hypertrophy, hyperplasia, cardiomyocytes, 
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Bmp - kostní morfogenetický protein 
(bone morphogenetic protein) 
BSA - hovězí sérový albumin 
(bovine serum albumin) 
CASQ2 – kalsekvestrin srdečního svalu 
Cx – konexin 
ED – embryonální den 
EtOH - etanol 
Fgf – růstový faktor fibroblastu 
(fibroblast growth factor) 
HCN – výměník, který se otevírá během 
hyperpolarizace či cyklickými 
nukleotidy 
HH – Hamburgerovo a Hamiltonovo rozdělení 
vývoje kuřecího embrya na 46 stádií 
HRT2 – transkripční faktor, tlumí transkripční 
faktory komor  
IgG – imunoglobin G 
IgM – imunoglobin M 
INF-γ – interferon γ 
IL-1 – interleukin-1 
IL-6 – interleukin-6 
Ils – transkripční faktor srdečního vývoje 
Irx – gen ovlivňující formaci embrya  
(Iroquois homeobox) 
LV circ – cirkulární vrstva levé komory 
LV mp – papilární svaly v levé komoře 
Mhc – těžký myozinový řetězec 
(myosin heavy chain) 
MW – mikrovlnná trouba  
NGS – normální kozí sérum 
(normal goat serum) 
Nkx – vývojový transkripční faktor (homebox) 
PBS – fosfátový pufr  
PBT – fosfátový pufr s Tweenem  
pHIS3 –fosforylovaný histon H3 
RV circ – cirkulární vrstva pravé komory 
RYR2 – ryanidový receptor 2 v srdečním 
svalu 
SCN5A – membránový sodíkový kanál 
Tbx – transkripční faktor zapojený do vývoje 
srdce 
TNF – α – faktor nádorové nekrózy α  
WGA – lektin z pšeničných klíčků vázající se 
na buněčnou membránu 
(wheat germ aglutimin) 




Srdce je klíčovým orgánem v těle, který svou vytrvalou pracovitostí zajišťuje naše hlavní 
životní funkce. Svou plnou funkci přebírá již v počátku embryonálního vývoje, i když v této fázi 
ještě není strukturně dovyvinuto. V současné době je však známo již mnoho nemocí či defektů 
obdivuhodného orgánu, které se objevují čím dál častěji vzhledem k zvyšujícímu se věku populace. 
Současně s těmito objevy je zde stále nezodpovězeno mnoho věcí. Mechanismus odpovědný 
za programování kardiovaskulárních onemocnění je velmi málo znám. Narušený intrauterní růst je 
spojen s nárůstem rizika kardiovaskulárních nemocí. Hypertrofie srdeční tkáně je ukazatelem 
morbidity a mortality, může však vycházet již z vývojového období.  
Kardiovaskulární systém je charakteristický svou výraznou plasticitou ke změnám prostředí, 
které se měnily nebo se změní během vývoje. U některých živočichů stále není vysvětleno mnoho 
mechanismů adaptace, ale u zvířat jako jsou obratlovci (Vertebrata), je prokazatelná reakce 
na narůstající zátěž. Srdce umí upravit i svou strukturu a to hlavně pomocí hyperplazie, hypertrofie, 
ale také díky apoptóze. 
Předmětem této práce je charakterizace adaptace srdce na hypotermické podmínky během 
inkubace. Jako pokusný model bylo vybráno kuře (Gallus gallus f. domestica), u kterého je možné 
aplikovat hypotermii během embryonálního období snadno. Zároveň srdce kuřete má podobný 
vývoj jako srdce lidské nebo jiných savců (Mammalia). Inspirací pro tuto práci byla publikace 
z roku 1970, kde autor uvádí, že zbytnění srdce bylo způsobeno hypertrofickým růstem buněk.  
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2 Přehled literatury 
2.1 Funkční anatomie srdce 
Jedním z nejdůležitějších orgánů v těle obratlovců je srdce. Tento dutý svalový orgán 
se skládá ze čtyř dutin (dvě síně, dvě komory) u savců a ptáků (Aves). Jeho hlavní funkcí je 
pumpování krve do celého těla. Zajišťuje oběh krve ve dvou systémech, kterými jsou tělní a plicní 
oběh. Funkcí krve je přenos dýchacích plynů, živin, odpadních látek a také produktů metabolismu. 
Dále transportuje v těle hormony a minerály a napomáhá k udržení homeostázy. Efektivně může 
fungovat jen tehdy, pokud je dobře synchronizováno a dochází-li k pravidelnému střídání systoly a 
diastoly u síní a komor. Tuto funkci zajišťuje převodní systém srdeční. Stěna srdce se skládá z více 
vrstev: tenké vnitřní vrstvy endokardu a velmi silného myokardu – srdeční svaloviny. Srdce zcela 
obaluje pevný obal z vaziva – perikard. 
2.2 Převodní systém srdeční  
Jde o specializovaný systém buněk a tkání, který vytváří akční potenciál. Signál je poté veden 
do celého srdce převodním systémem. Buňky převodního systému předávají tento signál pracovním 
myocytům, ty podle toho pracují pravidelně a synchronizovaně. Díky této funkci se srdce stahuje 
jako jeden celek a vypuzení krve ze srdce je efektivním procesem. Jednotlivé části převodního 
systému jsou izolovány od kardiomyocytů pojivovou tkání až na konečnou část převodního systému 
– Purkyňova vlákna. Obecně má tento systém tři zásadní vlastnosti: rytmicitu, autonomii a 
automacii. Ptáci a savci jsou jedni z mála druhů, u kterých se převodní systém vyskytuje, u jiných 
druhů obratlovců či bezobratlých (Invertebrata) bývá vzácný (Jensen et al. 2013, Šolc 2007). 
Příkladem poikilotermního obratlovce, který má převodní systém srdeční, je vodní žába Drápatka 
vodní (Xenopus laevis) nebo drobná rybka Danio pruhované (Danio renio). U těchto dvou druhů 
byla nalezena aktivace apex-báze, jak je tomu právě u savců a ptáků. Tento fakt může potvrdit 
přítomnost speciální převodní dráhy využívané pro propagaci impulsu v srdci u poikilotermních 
obratlovců (Sedmera et al. 2003a).  
Vývoj převodního systému je spojován s rozvojem regulace tělesné teploty. Homeotermové 
mají obecně vytvořen převodní systém. Naopak poikilotermové ho běžně nemívají, zatím není jisté, 
proč tomu tak je (Šolc 2007). U ptáků je struktura převodního systémů shodná od embryonální fáze 
do dospělosti. U savců dochází ke změnám během vývoje (Sanders et al. 1986). Převodní systém 
nám i ostatním druhům nabízí nové možností, např. zrychlení životního stylu. Tento systém s sebou 
nese jisté riziko, kterým je např. srdeční arytmie. Srdeční arytmie patří mezi jednu ze závažných 
příčin mortality v rámci chorob kardiovaskulárního systému. Arytmie neboli poruchy rytmu 
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způsobené nesprávnou funkcí převodního systému mohou vznikat z mnoha příčin, jako jsou 
například: záněty, porucha renin-angiotenzin-aldosteron systému, poškození kardiomyocytů, 
vrozené defekty, poškození způsobené ischemiemi či následek farmakologické léčby (Bose et al. 
2015, Bonow et al. 2012). 
2.2.1 Uspořádání převodního systému srdečního 
Celý systém se skládá z několika částí: sinoatriální uzel, atrioventrikulární uzel, Hisův svazek, 
Tawarova raménka a Purkyňova vlákna (Obr. 1). První zmínka o Purkyňových vláknech byla již 
v roce 1845, kdy je objevil Jan Evangelista Purkyně. Popsal je jako síť plochých želatinových 
vláken těsně pod membránou ve vnitřní stěně srdeční u ovcí (Ovis). Podobné buňky našel i u jiných 
zvířecích druhů např. prasete (Sus) a krávy (Bos), ale u lidí, králíka (Oryctolagus) a psa (Canis) se 
mu objevit nepodařily. V té době dokonce ani neznal jejich funkci, jen spekuloval, zda jde 
o patologii či pouze pozůstatek z embryonálního období (Suma 2001). Až o padesát let později 
dokázal Sunao Tawara popsat správně jejich funkci a propojit jednotlivé části převodního systému 
dohromady (Tawara 1906). 
 
Sinoatriální uzel obsahuje tři typy buněk: nodální myocyty, myocyty převodního typu a 
Purkyňova vlákna. Prvním druhem jsou nodální myocyty, které jsou brány za zdroj spontánní 
rytmicity. Jsou velmi tvarově proměnlivé, jsou bledé a obsahují málo buněčných organel. Dále se 
Obrázek 1: Organizace převodního systému srdečního. 
Je složen z postupně na sebe navazujících částí. Převodní systém srdeční je složen z: sinoatriálního uzlu, 
atrioventrikulárního uzlu, Hisova svazku, pravého a levého Tawarova raménka a Purkyňových vláken. 
(upraveno dle www.netterimages.com). 
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tam vyskytují myocyty převodního typu, ty jsou na pomezí mezi nodálními myocyty a 
Purkyňovými vlákny. Předávají si vzruch mezi sebou, ale tyto buňky vedou akční potenciál velmi 
pomalu na rozdíl od ostatních dvou typů buněk. Ve srovnání s předchozím typem buněk jsou o něco 
málo menší a kratší. Poslední typ – Purkyňova vlákna umí vést impuls nejrychleji z kardiomyocytů. 
Jsou také o něco drobnější než nodální myocyty, neobsahují mnoho myofibril, zato mají hodně 
glykogenu a mitochondrií s dobře vyvinutým tubulárním systémem. Atrioventrikulární uzel a Hisův 
svazek obsahují pouze dva typy buněk, hluboko uložené nodální myocyty a periferní Purkyňova 
vlákna. Postupně kaudálním směrem začínají převažovat Purkyňova vlákna více než ostatní typy 
kardiomyocytů (Čihák 1997). 
Prvotní impuls převodního systému vzniká v oblasti sinoatriálního uzlu (Keith – Flackův 
uzel). Z toho důvodu je tedy často nazýván udavač rytmu neboli hlavní pacemaker. Ve stěně je 
umístěn subendokardiálně v pravé síni přímo u vstupu horní duté žíly (Čihák 1997, Sedmera and 
Gourdie 2014, Davies 1942). Má protažený oválný tvar a je obklopen myokardem. Anatomicky je 
na něm možné popsat hlavu a ocas (Anderson et al. 1981). Tento zdroj srdeční automacie je 
umožněn díky speciálním iontovým kanálům, které se aktivují během hyperpolarizace nebo dále 
cyklickými nukleotidy (DiFrancesco 1993, DiFrancesco 2010). 
Ze sinoatriálního uzlu signál pokračuje internodiálními spoji či preferenčními drahami 
do myokardu síně. Mezi tyto dráhy patří Jamesův svazek, Thorelův svazek a Wenckebachův svazek 
(Čihák 1997). Vzruch se dostává do atrioventrikulárního uzlu (Aschoff – Tawarův uzel) položeného 
sagitálně na přepážce mezi síněmi těsně pod endokardem (Davies 1942). V tomto místě dochází 
ke zpomalení rychlosti přenosu signálu ze síní do komor, což brání nejen přenosu síňových 
tachykardií na komory (Sedmera and Gourdie 2014), ale také to umožňuje naplnění komor krví 
(Čihák 1997, Trojan 2003). Při poškození sinoatriálního uzlu přebírá atrioventrikulární uzel funkci 
hlavního pacemakeru (Bakker et al. 2010). 
Dále se vlna depolarizace šíří do atrioventrikulárního svazku, známého spíše jako Hisův 
svazek. Hisův svazek je obalen vrstvou vaziva, aby nedocházelo k zániku či ztlumení síly signálu 
(Sedmera and Gourdie 2014). Dále je rozdělen na dvě raménka: pravé a levé Tawarovo raménko 
(Čihák 1997). V mnoha ohledech jsou raménka velmi podobná Hisovu svazku, hlavně v rychlosti 
vedení signálu a v izolaci od okolních kardiomyocytů. U myší (Mus) a u lidí byla prokázána 
asymetrie mezi raménky, pravé Tawarovo raménko je velmi úzké a směrem k apexu se jen velmi 
málo větví. Oproti tomu levé Tawarovo raménko se větví hojně a je složeno z jemných větví. 
U pravého Tawarova raménka byla dokonce prokázána vyšší rychlost vedení než v levém Tawarově 
raménku (Miquerol et al. 2004, Tawara 1906). 
Z větvení Tawarových ramének vzruch pokračuje do Purkyňových vláken. Tato vlákna 
zabíhají do myokardu, kde předávají signál pracovním myocytům k synchronizované kontrakci. 
14 
Zde se již vyskytuje pouze jeden typ buněk, kterými jsou Purkyňova vlákna (Čihák 1997). Existují 
dva typy Purkyňových vláken – subendokardiální a intramurální (vnitřní, transmurální či 
perivaskulární). U některých druhů jsou morfologicky odlišné subendokardiální Purkyňova vlákna 
od intramurálních. Tento druh vláken vede signál už od Tawarových ramének, mají na starost 
aktivaci komor od hrotu k bázi. Druhý typ intramurálních vláken se napojuje na subendokardiální. 
Překvapivě se tento typ nevyskytuje u všech druhů. Lidé a myši patří mezi druhy, které tato vlákna 
postrádají. Na druhou stranu je můžeme zajisté najít u kopytníků (Ungulata) a kuřat (Sedmera and 
Gourdie 2014, Oosthoek et al. 1993). Odlišnosti mezi těmito typy vláken popisuje jedna nedávná 
studie. Autor zde zmiňuje, že mezi typy vláken nejsou žádné větší odlišnosti, stejně tak i 
v architektuře, morfologii, velikosti a ani struktuře exprese konexinu 40 (Garcia‐Bustos et al. 2017). 
2.2.2 Purkyňova vlákna 
Purkyňova vlákna se obecně od buněk pracovního myokardu velmi liší. Svou strukturní 
jednoduchostí spíše připomínají embryonální buňky. Tvar mají obvykle vřetenovitý, často 
dohromady tvoří provazce nebo shluky buněk. Tyto buňky obsahují málo myofibril, ale zato mnoho 
glykogenu a jsou tedy závislé na glykolytickém metabolismu (James 1967, Eichna and Dehaan 
1961). Linie myofibril jsou propojené s tubuly sarkoplazmatického retikula. Ve většině studií bylo 
množství myofibril rovnoměrně rozložené. Zajímavostí je, že u koz a ovcí byl počet Purkyňových 
vláken nižší a byly lokalizovány převážně periferně (Sommer and Johnson 1968). Obvykle mají tato 
vlákna méně mitochondrií proti pracovním myocytům. Vynikají svou schopností vést signál velmi 
rychle a to až rychlostí 2-3 m/s (Eichna and Dehaan 1961). Podobně jako diferenciované 
kardiomyocyty mají jedno nebo dvě jádra, jadérko mají větší a chromatin není tolik kondenzovaný 
(Garcia‐Bustos et al. 2017). 
Tyto bledé buňky převodního systému formují přesně definovanou tkáň. Jsou oddělené 
funkčně, ale také anatomicky fibrózní vrstvou tkáně, které brání snížení impulsu mezi Purkyňovými 
vlákny. Je však zajímavé, že síť Purkyňových vláken je asymetrická v obou komorách (Sedmera 
and Gourdie 2014). Odlišují se i v celkové struktuře, v expresi iontových kanálů, kvalitě izolace, 
lokalizace větvení, cytoarchitektuře a ultrastruktuře buněk, a to jak individuálně, tak i mezidruhově 
(Garcia‐Bustos et al. 2017, Sedmera and Gourdie 2014, Ono et al. 2009, Sommer and Johnson 
1968). Odlišnost Purkyňových vláken a komorových myocytů nicméně není tak výrazná u králíků, 
morčat (Cavia) a koček (Felis). Naopak u koz (Capra), ovcí a psů není tak zřetelný rozdíl mezi 
oběma typy srdečních buněk. Purkyňova vlákna se odlišují menším počtem myofibril, umístěných 
spíše na periferii, rozptýleným sarkoplazmatickým retikulem a celkově menší velikostí buňky 
(Sommer and Johnson 1968). U některých druhů jsou buňky hustě nahromaděné, jako například 
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u kozy a ovce. Volněji se vyskytují u kočky, morčete a králíka, vlastně trochu i u psa (Sommer and 
Johnson 1968). 
Charakterizace Purkyňových vláken není v literatuře vždy úplně jednotná. Jsou navrženy 
odlišné verze rozdělení Purkyňových vláken do skupin, ale často se rozchází už ve srovnání 
velikosti (Garcia‐Bustos et al. 2017). Byly zkoumány morfologické rozdíly v Purkyňových 
vláknech pomocí světelné a elektronové mikroskopie a ty byly poté rozděleny do skupin. 
Purkyňova vlákna u potkanů, jako jedné z reprezentačních skupin, byla znatelně kratší, než je tomu 
u komorových myocytů. Obdobně tomu bylo i u makaků (Macaca). Situace u ostatních skupin 
kopytníků, koz a ovcí, a dále šelem, lidí, velryb, tuleňů (Phocidae) byla přesně opačná. Lze se 
domnívat, že situace u myší bude podobná jako potkanů (Rattus), že tedy Purkyňova vlákna budou 
menší než komorové myocyty (Ono et al. 2009). 
V jiných studiích dochází k jiné kategorizaci skupin zkoumaných zvířat. Zde jde o rozdělení 
podle architektury Purkyňových vláken. Znovu se jedná o tři skupiny savců: první jsou hlodavci 
(Rodentia), do druhé patří opice (Simiiformes), lidé, kočky, psi a třetí jsou kopytníci a velryby 
(Balaenidae). Buňky kopytníků a velryb jsou zde charakterizovány jako velké a oválné. Zároveň 
u těchto druhů tvoří shluky v pruzích po 2-8 buňkách, které jsou velmi rozptýlené a mají rychlé 
převodní vlastnosti. Skupina hlodavců se vykazuje výraznou podobností mezi Purkyňovými vlákny 
a kardiomyocyty, mají bohatou síťovitou strukturu a Purkyňova vlákna jsou větší než komorové 
myocyty. U opic, psů a koček je popisován vřetenovitý tvar buněk Purkyňových vláken 
rozmístěných hlavně podél endokardu. Pouze u lidí mají Purkyňova vlákna více cylindrický tvar a 
jsou větší než pracovní kardiomyocyty (Garcia‐Bustos et al. 2017, Canale et al. 2012). Ve studii 
na prasečích myocytech bylo zjištěno, že nejtenčí svazky se nachází v anteriorní oblasti, poté jsou 
septální, posteriorní a na konec laterální oblast srdce (Garcia‐Bustos et al. 2017). 
U prasat jsou Purkyňova vlákna značně větší než běžné myocyty, transversální průřez 
dosahuje 90 µm, zatímco kardiomyocyty nepřesahují 20 µm. Bledý vzhled při barvení 
hematoxylinem a eozinem či Masonovým trichromem je dán vysokým množstvím glykogenu 
v cytoplazmě a malým množstvím myofibril, které se objevují spíše v periferii a ne příliš 
organizované (Garcia‐Bustos et al. 2017). 
2.2.2.1 Intramurální a subendokardiální Purkyňova vlákna 
Jak jsem již zmiňovala v předešlé kapitole, máme dva základní typy Purkyňových vláken – 
subendokardiální a intramurální či transmurální. Svazky vláken jsou distribuovány homogenně 
v subendokardiální oblasti, někdy i v perivaskulární jak bylo popsáno u ptáků (Gourdie et al. 
1993b). Subendokardiální Purkyňova vlákna se obvykle propojují přes kontaktní neboli přechodné 
buňky. Tyto přechodné buňky jsou v kontaktu s první vrstvou pracovních myocytů, ale mohou je 
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doprovázet i do dalších vrstev (Garcia‐Bustos et al. 2017). Intramurální Purkyňova vlákna 
postrádají lidé a myši, naopak jsou velmi hojná u kopytníků (Garcia‐Bustos et al. 2017, Sedmera 
and Gourdie 2014, Oosthoek et al. 1993). Je zde velmi silné propojení mezi myocyty a 
Purkyňovými vlákny a dokonce může dojít k „úpravě“ architektury pracovních myocytů 
(Garcia‐Bustos et al. 2017). Dle jedné studie na prasatech dochází téměř k okamžité aktivaci srdce 
(Meijborg et al. 2014), což může být velmi důležité v šíření signálu (Sedmera and Gourdie 2014, 
Ono et al. 2009). Celkově vlákna tvoří velmi hustou síť, která se objevuje skrz celou stěnu komory. 
Intramurální vlákna navazují na vlákna subendokardiální a obecně jsou terminální vlákna velmi 
roztroušená (Garcia‐Bustos et al. 2017, Sedmera and Gourdie 2014). Byla demonstrována 
přítomnost silné kolagenové vrstvy obklopující Purkyňova vlákna. Na pokusných zvířatech byl 
nalezen tlustý fibrózní list. Funkční význam tohoto listu je elektrická izolace Purkyňových vláken 
od komorového svalu (Atkinson et al. 2011, Sedmera and Gourdie 2014). Funguje jako prevence 
před ztrátou a úbytkem převodní rychlosti na delší vzdálenosti (Ansari et al. 1999). 
Hustota Purkyňových vláken se liší směrem od báze k apexu hlavně v septálním a anteriorním 
rozložení. Elektrický impuls se šíří skrz subendokardium, kde je hustota mnohem větší, než je 
u intramurálních vláken. Nicméně rozdíly v regionálních odlišnostech mezi zkoumanými zvířaty 
byly minimální. Tenčí vlákna byla nalezena hlavně v laterální oblasti až na posteriorní část 
srdečního apexu, kde je oblast distálních terminálních svazků Tawarových ramének. 
Subendokardiální Purkyňova vlákna jsou zcela izolována v apexu, u prasat jsou srdeční svazky 
obvykle pokryta vrstvou pojivové tkáně. Stoupající intramurální Purkyňova vlákna se větví 
a v terminální části mají odkrytá tato vlákna, což umožňuje rychlejší typickou aktivaci komor 
(Garcia‐Bustos et al. 2017). 
2.3 Akční potenciál – vznik a šíření srdečním svalem 
Schopnost nezávisle tvořit vzruch, která je umožněna souhrou iontových kanálů na membráně 
buněk, je dána vlastností buněk hlavně v sinoatriálním uzlu. Těmito specifickými kanály jsou 
kalciový kanál CASQ2 a RYR2, ale také sodíkový kanál SCN5A (Park and Fishman 2011). 
Otevřením sodíkových kanálů dochází k pomalé depolarizaci membrány a v podstatě téměř 
okamžité repolarizaci, což ovšem platí pouze pro sinoatriální a atrioventrikulární uzel. Pro ostatní 
části převodního systému a pracovní myokard je typická fáze plató, kterou udržují vápníkové 
kanály s pomocí sodíkových kanálů. Depolarizace membrány je však mnohem rychlejší a práh je 
větší. Za pravidelné opakování rytmu neboli automacii, je zodpovědný specifický kanál HCN4 




. Otevírá se neobvykle již během 
hyperpolarizace a tím dokáže opětovně vyvolat depolarizaci membrány. 
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2.4 Vývoj převodního systému 
2.4.1 Kardiogeneze 
Srdce je unikátní orgán s neuvěřitelnou rychlostí vývoje, kdy je již záhy po svém vzniku 
schopno vykonávat svou funkci. Již kolem dvaadvacátého embryonálního dne u lidského zárodku je 
srdce schopno se rytmicky stahovat a během dalších dnů již pumpuje krev. U myší k tomu dochází 
ještě mnohem dříve a to kolem osmého dne embryogeneze - srdce je totiž prvním funkčním 
orgánem v zárodku (Mikawa 1999, Larsen et al. 2009). Srdeční progenitorové buňky jsou 
dopraveny z intraembryonálního mesodermu z kraniální části primitivního proužku během 
gastrulace a vytvářejí srdeční srpek (Larsen et al. 2009, Challice and Viragh 1973). Postupným 
ohýbáním a splýváním se vytváří endokardiální trubice (Savolainen et al. 2009). Primitivní trubice 
se skládá z vnitřního endokardu a silnější vrstvy myokardu (Manasek 1968), má tvar obráceného 
písmene ypsilon umístěného ve středu embrya (Moorman et al. 2003). 
Síňový myozinový těžký řetězec - Mhc1a je selektivně exprimován buňkami síně u kuřecího 
embrya. Exprese Mhc1a je omezená pouze na oblast primitivní síně. Oproti tomu Mhc1v, komorový 
myozinový těžký řetězec 1, je exprimován všemi buňkami srdečního mesodermu. Ale tato exprese 
se objevuje jen v budoucích komorách. Regionalizace je u srdce pravděpodobně výsledkem dvou 
oddělených oblastí srdce v rámci primárního srdečního pole. Irx4, Iroquois homoprotein, je 
exprimován výhradně v kraniální části srpku, později se objevuje jen v komorových buňkách. Tento 
homoprotein je stimulován expresí Mhc1v a je potlačován expresí Mhc1a. Irx4 je zodpovědný 
za kranio-kaudální určení srdce. Ztráta Irx4 u myší má za následek ektopickou expresi síňových 
markerů v komoře. Transkripční faktor Tbx5 je naopak spojován s determinací síňové linie a 
současně potlačuje vznik komorových buněk v síni. Na počátku je exprimován u vstupu srdečního 
srpku, ale je omezen na sinus venosus, síně a některé oblasti komory (Obr. 2). Absence Tbx5 u myší 
se projevuje těžkou hypoplazií dutin. Oproti tomu nucená exprese tohoto transkripčního faktoru má 
za následek ztrátu komorově specifických genů. Mutace v Tbx5 u lidí je podkladem Holt-Oramova 
syndromu, jehož projevem je malformace srdečních dutin (Larsen et al. 2009). 
Při rozšiřování srdeční stěny myokardu vznikají první kontrakce (Mikawa 1999). Po prvotní 
kontrakci většina buněk v srdci ještě není příliš diferenciovaná a vnitřní struktury jsou málo 
rozlišené (Challice and Viragh 1973). Poté se srdeční trubice postupně prodlužuje a začíná se stáčet 
(DeHaan 1965), způsob stáčení srdeční trubice je u všech savců stejný (Yost 1995). Svým stáčením 
vytváří strukturu, která připomíná tvar písmene C. Vnější zakřivení vytváří pravou stranu a vnitřní 
je tvořena levou stranou tohoto písmene. Postupným kroucením a stáčením se objevuje srdeční 
klička. V této struktuře se budoucí komora sune doleva, primitivní síně jdou více kraniálně 
a dorsálně. Po tomto prodloužení srdce dochází k úpravám a změnám, které vedou k tvorbě 
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budoucích dutin (Larsen et al. 2009). Později začíná proces rozdělení síní a komor (Moorman et al. 
2003). Brzy na to navazuje i pozvolný vývoj koronárního cévního zásobení srdce. Současně se 
začínají tvořit trabekuly v komorách, svou strukturou připomínají hustou houbovitou síť 
(Savolainen et al. 2009). Komorové trabekuly mají na starost cévní zásobení myokardu v době, kdy 
koronární cévy nejsou ještě plně vyvinuté (Mjaatvedt et al. 1999). Trabekuly jsou dále klíčové 
pro vývoj převodního systému (De Jong et al. 1992). Plán vývoje plnohodnotného srdce z prosté 
trubice se shoduje u většiny obratlovců (Savolainen et al. 2009, Sedmera 2011). Po dotvoření 
mezikomorového septa už nedochází k výrazným změnám ve funkci, struktuře či lokalizaci 
převodního systému (Reckova et al. 2003). 
Struktura myokardu se během embryogeneze mění a zároveň dochází ke zpevnění bazálního 
podkladu trabekul (Sedmera 2011, Sedmera et al. 2000). Ve struktuře trabekul se začínají objevovat 
rozdíly stran, u myší tento rozdíl není nijak výrazný, u ptáků je mnohem výraznější (Sedmera et al. 
2000). Po vzniku trabekul dochází k urychlení vedení a je to důležitý základ pro His – Purkyňův 
systém (Reckova et al. 2003, Sedmera et al. 1998). Vnitřní trabekulace roste pomaleji než okolní 
vnější kompaktní myokard a u kuřat začíná výrazně narůstat až v druhé polovině inkubace. Vývoj 
trabekul u kuřat prochází třemi stádii, která jsou podobná i u myší a lidí (Vuillemin and Pexieder 
1989). 
2.4.2 Počáteční vývoj kuřecího srdce 
Srdce kuřecích embryí vzniká v mnoha krocích velmi podobně jako srdce savců či jiných 
obratlovců. Je zde ale několik časových odlišností, například srdce kuřat je už do 36 hodin 
po oplození schopno začít plnit svou funkci (Kirby 2007). Nejprve se vytvoří jednoduchá srdeční 
Obrázek 2: Schematický popis exprese transkripčních faktorů Irx4 a Tbx5 během počáteční 
srdeční specifikace dutin. 
Irx4 je transkripční faktor řídící Mhc1v a tlumí Mhc1a expresi. Objevuje se výhradně v oblasti, kde se 
vyskytují komorové buňky. Zatímco Tbx5 je spojován spíše s fenotypem síní, později je výhradně 
v síních a sinus venosus (upraveno dle Larsen et al. 2009). 
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trubice, která se u kuřecích embryí objeví ve stádiu 8 dle Hamburgera a Hamiltona (stádium HH8), 
což odpovídá 26-29 hodinám vývoje. Hamburgerovo a Hamiltonovo rozdělení vývoje kuřecího 
embrya je na 46 stadií (Hamburger and Hamilton 1951). Náznak budoucích komor se začíná 
objevovat ještě před prvními srdečními stahy. Vznik srdeční kličky a stočení srdeční trubice 
doprava se objevuje ve stádiu HH11 (40-45 hodin). Postupně se mění rychlost vedení akčního 
potenciálu k vyšším hodnotám ve stádiu HH15 (50-55 hodin) (De Jong et al. 1992, Wittig and 
Münsterberg 2016). Ve stádiu HH16 (51-56 hodin) se mezi síněmi a komorou vytváří 
atrioventrikulární kanál, který má důležitou úlohu v embryonálním srdci (Patten et al. 1948). 
Od tohoto období se také vytváří trabekuly. Později se formuje mezikomorové septum a je jasné 
rozdělení mezi komorami (Sedmera et al. 2004) (Obr. 3). Následně se vytváří endokardiální 
polštářky, které se později podílejí na vzniku chlopní (Oosthoek et al. 1998). Ve stádiu HH23 (ED4) 
má srdce již jasně definované srdeční segmenty, srdeční stěna má tři vrstvy. Od dalšího stádia 
HH24 funguje víceméně plnohodnotně, i když není ještě plně septováno (Kirby 2007, Wittig and 
Münsterberg 2016). 
 
2.4.3 Role srdečních polí v srdci 
Dřívější klasický pohled na kardiogenezi byl před více jak deseti lety pozměněn. Původně se 
předpokládalo, že myokard vychází jen z jednoho zdroje prekurzorů. Bylo zjištěno, že označené 
Obrázek 3: Morfologie komor v obraze rastrovacího elektronového mikroskopu. 
Pohled ze zadní části srdce kuřecích embryí ve stádiu HH17 a HH25. LA = levé síň, RA = pravá síň, 
OT = výtokový trakt, LV = levá komora, RV = pravá komora a * je naznačeno vznikající 
interventrikulární septum. (Sedmera et al. 2004) 
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Obrázek 4: Rozdělení dvou základních srdečních 
polí. 
Do primárního srdečního pole (růžově) patří pravá a 
levá síň, levá komora. Druhé srdeční pole (modře) 
zahrnuje pravou komoru a výtokový trakt. Nejsou 
přesně definované hranice mezi dutinou či segmentem 
(upraveno dle Kelly et al. 2014). 
buňky v srdeční trubici kuřete neměly společného předka (Garcia-Martinez and Schoenwolf 1993). 
Srdce tedy vzniká ze dvou odlišných prekurzorů, což s sebou přináší koncept srdečních polí 
(Buckingham et al. 2005) neboli myokardiální linii (Meilhac et al. 2004a). V jiné studii Brande a 
kol. zjistili, že u obojživelníků existuje pouze jedna srdeční prekurzorová linie. Tato linie je však 
heterogenní a obsahuje překrývající se populaci Isl 1 a Nkx 2.5 prekurzorů (Brade et al. 2007). 
Buňky primárního a sekundárního pole jsou odděleny ze společného základu ještě před 
vznikem srdečního srpku během časné gastrulace. Studie sledující osudy těchto linií využila 
retrospektivní klonální analýzu se značením β – galaktosidázy v linii myší (Buckingham et al. 
2005). Ve stádiu srdečního srpku buňky exprimují Fgf10 a Isl1, což jsou indikátory sekundárního 
srdečního pole. Sekundární srdeční pole leží mediálně k srdečnímu srpku. Je ovlivněno expresí 
proteinů rodin Bmp a Fgf z faryngeálního endodermu a aktivuje srdeční transkripční faktory. 
Nicméně srdeční srpek pochází z primárního srdečního pole (Larsen et al. 2009, Meilhac et al. 
2004b). Specializace linie sekundárního pole je u buněk opožděna díky faktorům Wnt a Chordin. 
Sekundární pole má vliv na buňky až ve stádiu počáteční primitivní srdeční trubice (Larsen et al. 
2009). Do druhého srdečního pole patří pravá komora a výtokový trakt. Primární srdeční pole 
zahrnuje pravou a levou síň, levou komoru (viz. Obr. 4). Linie rozdělující srdeční pole není přesně 
dána hranicí dutin či srdečních segmentů (Kelly et al. 2014, Meilhac et al. 2004b). V další studii se 
spekuluje o třetím srdečním poli, které zajišťuje formaci sinoatriálního uzlu (Bressan et al. 2013). 
2.4.4 Vývoj převodního systému - srovnání kuřecího a myšího modelu 
Převodní systém se u obou druhů plně vyvíjí po formaci jednotlivých srdečních dutin. Jde 
o období nejvyšší buněčné proliferace, která poté zase zvolna klesá (van den Berg et al. 2009). 
Prvotní pacemaker se však vytváří už v trubicovém srdci, kde se nachází ve vtokové oblasti. Vedení 
vzruchu je ještě velmi pomalé (Mikawa and Hurtado 2007). Brzy poté se při převodu ze síní 
do komor objevuje typické zpoždění, což je způsobené právě pomalým vedením přes 
atrioventrikulární kanál (Sedmera et al. 2000, Sedmera 2011, Paff et al. 1964). Přesun hlavního 
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pacemakeru do sinoatriálního uzlu úzce souvisí s dozráním tohoto uzlu (Viragh and Challice 1983). 
U myší nastává již 11. embryonální den (Benes et al. 2014, Sankova et al. 2012). U kuřat je to 
podobné, jen zahájení impulsu se objevuje už na 29-31 stádiu HH (6. -7. embryonální den) 
(Reckova et al. 2003). Není mnoho studií zaměřených na mechanismus diferenciace a vzniku 
sinoatriálního uzlu a na to, jak dochází k převzetí jeho hlavní funkce - pacemakeru (Mikawa and 
Hurtado 2007). Buňky převodního systému jsou však poměrně jasně morfologicky rozeznatelné 
od běžných myocytů. Dokonce jsou ještě navíc obalené speciálními buňkami, které je izolují 
od myokardu (Verheijck et al. 2001, Christoffels et al. 2010). Podobně jsou na tom kuřata i myši 
s počátkem funkce levého raménka, u myší nastává 12. embryonální den a u kuřat v 35 stádiu HH 
(8. – 9. embryonální den). Doba inkubace nebo březosti u obou druhů je 20-21 dnů (Reckova et al. 
2003), nicméně je velký rozdíl ve stupni rozvoje mezi druhy. Jsou dvě hypotézy vzniku buněčné 
heterogenity tohoto uzlu, není ovšem ještě stále jasné, která je ta pravá. Gradientní model vychází 
z předpokladu, že dochází k postupné přeměně od periferie k okraji. Mozaikový model navrhuje, že 
se buňky uspořádají od okraje ke středu (Mikawa and Hurtado 2007). 
Obdobně jako sinoatriální uzel i atrioventrikulární uzel se skládá z heterogenní tkáně. 
Funkčně jsou však podobné jako ostatní části převodního systému, také u nich zůstává jistá 
podobnost primitivních myocytů (Mikawa and Hurtado 2007). Původ atrioventrikulárního uzlu je 
díky společným prekurzorům přisuzován atrioventrikulárnímu kanálu. Mají stejnou funkci i projev 
a lokalizace je také obdobná (Eichna and Dehaan 1961). V podstatě celá primitivní srdeční trubice 
se skládá jen z prekurzorů atrioventrikulárního kanálu a levé komory (Buckingham et al. 2005). 
Vznik definitivního atrioventrikulárního uzlu bude asi mnohem složitější, než je zatím 
představováno. Předpokládá se, že zde bude docházet k vícestupňovému mechanismu vývoje 
(Mikawa and Hurtado 2007). 
Ve vrcholové části komorového septa se vyvíjí Hisův svazek (Viragh and Challice 1983). 
Hisův svazek a síť vláken má jiný původ než atrioventrikulární kanál, odštěpuje se brzy na začátku 
vývoje (Christoffels et al. 2010). Pravé a levé Tawarovo raménko vzniká ze subendokardiálních 
myocytů podél komorového septa (Viragh and Challice 1983). Přeměnou jednotlivých klonů 
myocytů vznikají subendokardiální Purkyňova vlákna (Gourdie et al. 1995). Nárůst komorového 
tlaku vede k rychlejší maturaci převodního systému (Reckova et al. 2003). Oproti tomu snížení 
mechanické zátěže způsobuje hypoplazii levé komory, dozrání převodního systému je v levé 
komoře pomalejší. Tyto změny jsou doprovázeny regulací diferenciačního markeru převodního 
systému Cx40 (Hall et al. 2004). 
O původu převodního systému se vedlo mnoho spekulací. Dlouho se rozhodovalo, zda je 
převodní systém spíše myogenního či neurogenního původu. Zásadní indicií pro neurogenní původ 
byla podobnost proteinů převodního systému a neurofilament (Gorza et al. 1988, Vitadello et al. 
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1998). Bylo však prokázáno, že převodní systém vniká pouze z kardiomyocytů a jiný zdroj nemůže 
vést ke vniku těchto speciálních buněk (Cheng et al. 1999, Gourdie et al. 1995). Jde o poměrně 
speciální schopnost se diferencovat z kontraktilních buněk (Gourdie et al. 1995). Tato diferenciace 
z myocytů se odehrává výhradně podél endokardu a podél větvení vyvíjejících koronárních arterií 
(Cheng et al. 1999, Gourdie et al. 1995). Tato hemodynamická aktivace je u ptáků iniciována 
signální molekulou endotelin. Ten dokáže u kuřat indukovat diferenciaci Purkyňových vláken 
z běžných myocytů (Gourdie et al. 1998). U nich je totiž perivaskulární síť vytvořena velmi 
hluboko až do tloušťky svaloviny komor, zatímco u lidí a myší se Purkyňova vlákna vyskytují 
pouze v subendokardiální vrstvě (Gourdie et al. 1995, Miquerol et al. 2003). 
Není však jisté, jestli tento model vývoje je použitelný i pro savce (Miquerol et al. 2010). 
U savců je vývoj převodního systému méně závislý na myokardu (Gourdie et al. 1995, Gourdie et 
al. 1998, Moorman et al. 2003). U myší má signalizační funkci obdobnou endotelinu ve formování 
převodního systému neuregulin (Rentschler et al. 2002). Tyto dvě signální molekuly jsou 
nepostradatelné v počáteční kardiogenezi a regulují mnoho dalších faktorů. Jedním z regulátorů 
genového programu diferenciace převodního systému u savců je transkripční faktor Nkx 2.5 
(Komuro and Izumo 1993, Patel and Kos 2005). Stále není jisté, zda tyto geny jsou jedinými, které 
odpovídají za diferenciaci převodního systému, či zda vznik převodního systému není zajištěn 
interakcemi mezi těmito a dalšími faktory (Patel and Kos 2005). 
Nkx2.5 je gen klíčový pro kardiogenezi. Je nezbytný pro formování, diferenciaci a udržování 
převodního systému v srdci (Jay et al. 2004). Jde o jeden z prvních detekovatelných genů v srdci a 
může mít na svědomí aktivaci srdečních progenitorů (Searcy et al. 1998). Určuje specifikaci buněk 
do jednotlivých tkání, je zapojen do vyzrání buněk či tkání srdce (Genis et al. 2008) a je nutný 
pro expresi Cx 40 (Komuro and Izumo 1993). U lidí se nachází na pátém chromozomu se dvěma 
exony (Shiojima et al. 1999) a u myší se vyskytuje na sedmnáctém chromozomu (Lyons et al. 
1995). Během života je tento gen klíčový v ochraně před cytotoxickými látkami v dospělém srdci 
(Akazawa and Komuro 2003). Podobný Nkx2.5 je hometický gen, neboli Hox gen. Má klíčovou roli 
během embryonálního vývoje mnohobuněčných živočichů. Jeho funkcí je kontrolovat celkový 
vývoj embrya. A ovlivňuje, co se v jaké části těla bude vyvíjet (Pearson et al. 2005). 
2.4.4.1 Postnatální vývoj převodního systému 
Většina prenatálního růstu srdce je založená na hyperplazii, tedy zajištěná buněčnou 
proliferací buněk (Clark and Hu 1982, Sedmera and Thompson 2011, Vostarek et al. 2014). Růst a 
pokračování vývoje nekončí s narozením či vylíhnutím, často přetrvá ještě do počátečního 
postnatálního období. Obvykle záhy dochází k přepnutí z hyperplazie na hypertrofii - růst zajištěný 
zvětšováním buněčného objemu, ale nemusí tomu tak být u všech druhů. Tento přechod často 
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nastává v prvních dnech po vylíhnutí či narození (Li et al. 1996). U myší trvá hyperplastický růst 
buněk až do čtvrtého dne po narození, zatímco objem buněk zůstává téměř konstantní. Poté nastává 
zlom a dochází k prudkému nárůstu buněčného objemu (Leu et al. 2001). Způsob růstu se velmi 
podobá růstu buněk u potkanů (Li et al. 1996). 
U kuřat je postnatální růst zajištěn kombinací hyperplazie a hypertrofie (Gerdes et al. 1983). 
Kuřecí kardiomyocyty mají schopnost buněčné proliferace postnatálně velmi dlouho, dle výše 
zmíněné studie až 6 týdnů, déle však sledování nebylo provedeno. Mění to představu o možném 
ukončení proliferace s narozením či vylíhnutím a velmi je odchyluje od podobnosti růstu u savců 
(Li et al. 1996). U novorozených selat je růst zajištěn hlavně hypertrofií a to až do čtrnáctého 
postnatálního dne (Beinlich et al. 1995). Současně s tímto bývá často sledována jadernost buněk, 
pro hlodavce je obvyklá dvoujadernost v dospělých srdcích (Li et al. 1996). U potkanů bylo 
zjištěno, že do čtvrtého postnatálního dne byla většina buněk jednojaderná. Poté, co skončí období 
kombinace hypertrofie a hyperplazie, má většina buněk dvě jádra, obdobně jako je tomu 
u dospělých. V období hypertrofie je množství dvoujaderných buněk shodné s předchozí fází 
(Clubb and Bishop 1984). Žádná studie nebyla však zaměřena na rozdíly v jadernosti nebo styl 
růstu mezi kardiomyocyty a Purkyňovými vlákny. 
Prenatální vývoj srdečních buněk u lidí je v rozmezí 14. až 25. týdne charakterizován velmi 
hojnou proliferací. Posledních deset týdnů se buňky stále dělí, ale mnohem pomaleji. Zároveň se 
objevuje rapidní růst velikosti buněk. Při narození mají kardiomyocyty poloviční velikost dospělých 
srdečních buněk. Počet srdečních buněk při narození odpovídá pouze 20% množství kardiomyocytů 
u dospělých jedinců (Widdowson et al. 1972). Jiné studie ukazují, že přibližně 25% kardiomyocytů 
je dvoujaderných při narození a tento počet zůstává i během života (Olivetti et al. 1996). Dále bylo 
navrženo, že obměna kardiomycytů je možná do věku pěti let (Beltrami et al. 2001). Tento 
předpoklad byl zavržen, ukončení proliferace v postnatálním období je variabilní mezi jednotlivci a 
klesá během života. Pokles za jeden rok života se odhaduje na 0,5%. Není už jasné, zda tento 
klesající trend je zde již od narození nebo nastane během dětství (Bergmann et al. 2009). 
2.5 Propojení srdečních buněk 
Buněčná spojení zajišťují komunikaci mezi buňkami. Purkyňova vlákna a komorové myocyty 
bývají propojeny přímo nebo přes přechodné buňky. Mezi buněčné spoje patří např.: zonula 
occludens, zonula adherens, macula adherens. Nejvíce dominuje macula adherens, projevuje se jako 
bodové splynutí membrán, zejména u koz a ovcí. Spojení typu zonula occludens je méně časté a je 
o něco kratší než v jiných buňkách. Interkalární disky mívají konstantní tloušťku 20-30 µm, někdy i 
silnější (Sommer and Johnson 1968). Dále mohou být Purkyňova vlákna a pracovní myocyty 
propojeny přechodnými či kontaktními buňkami (Tranum-Jensen et al. 1991). Studie propojení 
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pracovních myocytů a Purkyňových vláken odhalila silný úbytkový trend směrem k bázi. To 
vysvětluje brzkou apikální aktivaci. Přímé propojení mezi Purkyňovými vlákny a kardiomyocyty je 
zde signifikantně rostoucí od báze směrem k apexu, kde je dokonce přes 70% spojení 
(Garcia‐Bustos et al. 2017). 
Mezi jednotlivými druhy se vyskytují výrazné rozdíly, některé druhy jako například myši 
mají téměř všechna Purkyňova vlákna a pracovní myocyty propojené na povrchu, ale potkani mají i 
intramurální Purkyňova vlákna. U ptáků a u některých kopytníků existují Purkyňova vlákna, která 
zasahují do myokardu. Pracovní myocyty jsou s Purkyňovými vlákny propojeny podélně (Vigmond 
and Stuyvers 2016). Naproti tomu u prasat se propojení objevuje na distálním konci Purkyňových 
vláken, což zajišťuje okamžitou aktivaci (Meijborg et al. 2014). 
2.5.1 Gap junction 
Dalším typem buněčného propojení je propojení typu gap juction tvořené konexiny. Někdy 
může být nazýván i nexus, mezerový spoj nebo komunikační spoj. V tomto spoji jsou cytosoly dvou 
sousedních buněk propojené metabolicky a elektricky pomocí pórů v membráně. Díky nim je 
možný plynulý přestup iontů, druhých poslů, malých metabolitů a dalších molekul (do velikosti 
1 kDa) mezi buňkami. Je pro ně typické, že mají nízkou specificitu, ale zato jimi prochází velká 
škála molekul (Sáez et al. 2003). Vyskytují se ve všech tkáních až na diferenciované kosterní svaly, 
červené krvinky a dospělé spermatické buňky (Nielsen et al. 2012). 
Základem těchto kanálů jsou konexiny, transmembránové proteiny. Jsou tvořeny čtyřmi 
transmembránovými α-šroubovicemi, dvěma extracelulárními kličkami, jednou intracelulární 
kličkou a dvěma konci (Jalife et al. 1999). Jednotlivé druhy konexinů se rozlišují podle délky C-
konce (Unger et al. 1999). C - konec a N – konec mají vždy intracelulárně. Obsahují 
cytoplazmatický ocásek, který může zabránit průchodu dalších molekul skrz kanál. Na tento ocásek 
je možné navěsit aequorin nebo green flourescent protein (GFP) a využít pro značení fluorescenční 
mikroskopie. Tyto molekuly později ovlivní rychlost uzavírání kanálu (Bukauskas et al. 2001). 
Konexiny se vždy skládají do hexamerů a tím vytváří polokanál – konexon. Gap junction 
může být homomerický, ve kterém jsou všechny konexinové proteiny identické, nebo 
heteromerický, kde se vyskytují dva a více typů konexinů. Dále je možno rozdělit na homotypický 
kanál, kdy jsou obě části v každé buňce shodné či heterotypický, pokud se polokanály liší (Kanno 
and Saffitz 2001) (viz obrázek 5). Tyto možné variace nabízejí obrovskou diverzitu ve složení a 
funkci 
25 
kanálu (Nielsen et al. 2012). Bylo objeveno 21 konexinových genů v lidském genomu a 20 genů 
v myším genomu (Söhl and Willecke 2004), což přináší velké množství kombinací, avšak ne 
všechny konexiny jsou společně kompatibilní (Nielsen et al. 2012). Typy konexinových proteinů 
rozhodují o tom, které látky budou procházet kanálem (Goldberg et al. 1999). Následkem toho jsou 
specifické rozdíly ve vlastnostech konexinů. Složení a množství gap junction bude rozdílné dle typu 
buňky (Nielsen et al. 2012). 
Po propojení konexonů vzniká kanál mezi dvěma buňkami s průměrem 1,5 - 2 nm (10 – 15 
anstrémů). Buňky jsou od sebe vzdálené 2 – 4 nm. Samotný vznik kanálu z monomerů konexinu je 
poměrně složitý proces (Musil and Goodenough 1991, Musil and Goodenough 1993). Transkripce 
je řízena transkripčními faktory konexinových genů. Následně jsou kotranslačně vloženy 
do endoplazmatického retikula. V endoplazmatickém retikulu dochází k maturaci a správnému 
sbalení konexinů, poté pokračují do Golgiho aparátu. Odtud je již oligomerizovaný konexon 
(polokanál) dopraven na plazmatickou membránu za spolupráce s cytoskeletem (Nielsen et al. 
2012). Na membráně dochází k propojení s polokanálem protilehlé buňky. Kromě přímé regulace 
transkripčními faktory může být jejich vznik ovlivněn i epigenetickou regulací (acetylace histonu, 
metylace DNA či mikro RNA) nebo dalšími faktory (fosforylací, pH nebo napětím) (Nielsen et al. 
2012, Sáez et al. 2003). 
Propustnost kanálů je ovlivněna možností se otevírat a zavírat. Mají vlastní vrátka a některé se 
zavírají rychle, jiné kanály naopak pomalu. Aktivita kanálů je regulována změnou v napětí, 
koncentrací vápníku, pH, fosforylací a proteinovou interakcí. Změna napětí může být v rozdílu mezi 
spoji, tedy mezi-spojové napětí. Dalším typem je transmembránové napětí, které vzniká podél póru 
v membráně mimo buňku. Tento typ se objevuje u inexinů, což je analog konexinů u hmyzu 
(Bukauskas and Verselis 2004). Většina konexinů požaduje napětí ke svému zavření, některé to 
Obrázek 5: Způsoby propojení konexonů s možností variabilních konexinů. 
(upraveno dle Kanno and Saffitz 2001). 
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mají zase přesně naopak. Zavření změnou chemického složení je většinou způsobené koncentrací 
vápníku nebo pH, ale může být také způsobené exogenní chemikálií či farmakologickým činidlem. 
Nastavená hodnota pH je velmi variabilní pro každý konexin. Prudký nárůst koncentrace vápníku 
vede k rozpojení dvou polokanálů od sebe ve většině tkání. Je to považováno za ochranný 
mechanismus před poškozením od sousední umírající buňky či způsobenou jinou patologií (Nielsen 
et al. 2012). 
2.5.1.1 Srdeční gap junctions 
V kardiomyocytech jsou exprimovány převážně tyto konexiny Cx40, Cx43 a Cx45 (Severs et 
al. 2004). Jejich funkce je zde klíčová pro přenos elektrického proudu mezi buňkami myokardu. 
Rychlost převodu signálu závisí na množství spojů gap junction, dále je důležitý typ a velikost 
buňky či rozložení těchto spojů. Buňky jsou pomocí gap junction propojené hlavně v oblasti zvané 
interkalární disk na konci myocytu u většiny zkoumaných zvířat (Ono et al. 2009, Severs 1990), ale 
například u potkanů převládá boční propojení mezi myocyty v subendokardu (Ono et al. 2009).  
Jednotlivé typy gap junctions se v srdci liší v lokalizaci. Cx43 se vyskytuje hlavně 
v pracovních myocytech komor (Severs et al. 2004), zato síňové myocyty exprimují kombinaci 
Cx40, Cx43 a Cx45 (Nielsen et al. 2012, Davis et al. 1995). V převodním systému se vyskytuje 
převážně Cx40, který se vyznačuje velkou vodivostí, ale v menším počtu se objevuje i Cx43 
(Severs et al. 2004). Cx43 je klíčový během vývoje srdce (Nielsen et al. 2012) (Obr. 6). Dle studií 
u myší je dalším konexinem srdce Cx31.9 (myší Cx30.2), který má velmi malou rychlost vedení. 
Pravděpodobně hraje velmi důležitou roli v pomalé propagaci signálu skrz atrioventrikulární uzel, 
u lidí to však nebylo potvrzeno 
(Kreuzberg et al. 2006). Cx40 je 
exprimován v brzkém embryonálním 
vývoji a jeho zmizení z komory nastane 
pár dnů poté (Delorme et al. 1997). 
Jeho exprese je řízena transkripčními 
faktory Tbx5 (Bruneau et al. 2001) a 
GATA4 (Linhares et al. 2004), útlum 
v komorách je pravděpodobně 
způsoben HRT2, který funguje jako 
represor jeho transkripčních faktorů 
(Koibuchi and Chin 2007). 
Mezi základní srdeční konexiny u kuřat patří Cx42, Cx43 a Cx45. Exprese Cx42 a Cx43 se 
objevuje během celého vývoje srdce a i v dospělosti u kuřete (Beyer 1990). Tento fakt byl potvrzen 
Obrázek 6: Shrnutí typického rozložení 
konexinových kanálů v dospělém srdci savců. 
(upraveno dle Severs et al. 2008). 
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mnohem dříve, kde prezentovali přítomnost konexinové struktury ve všech stádiích vývoje 
(Manasek 1968). Cx42 se obvykle objevuje v komorové části srdce, která zahrnuje Hisův svazek, 
Tawarova raménka a Purkyňova vlákna. Tento konexin se však neobjevuje v pracovních myocytech 
či jiné části převodního systému (Gourdie et al. 1993a). Cx43 se naopak vyskytuje v celém 
kardiovaskulárním systému a hlavně v pracovních myocytech (Larson et al. 1990, Gourdie 1995). 
Zároveň oba dva byly nalezeny velmi hojně v hladkém svalstvu koronárních cév (Gourdie et al. 
1993a). Přesné rozšíření jednotlivých typů konexinů u ptáků není známo. Celkově se ptačí konexiny 
mezi sebou velmi liší ve vodivosti a regulačních vlastnostech (Veenstra et al. 1992). Ptačí konexiny 
se úplně neshodují v složení aminokyselin se savčími gap junctions (Beyer et al. 1989). Psí Cx40 
má 70 % shodu v aminokyselinovém složení s kuřecím Cx42. Cx45 u psů je shodný se svým ptačím 
homologem v 85 % (Beyer 1990). Psí Cx43 je téměř identický (97 %) s kuřecím Cx43 (Gourdie et 
al. 1993a). 
Gap junctions jsou také spojovány se srdečními nemocemi, jejich porucha vede k srdečním 
arytmiím nebo náhlé srdeční smrti (Severs et al. 2008). Problém bývá ve snížení počtu nebo 
heterogenitě exprese konexinů, což vede ke zpomalení převodu a zesílení diskontinuity (Jansen et 
al. 2010). U lidí s ischemickou chorobou srdeční, selháním srdce či hypertrofickou kardiomyopatií 
byly nalezeny změny v distribuci a geometrii těchto kanálů. Proto se v minulých letech začaly 
zkoumat interakce konexinů s různými molekulami buňky (Giepmans 2004). 
2.6 Hypotermie 
Další kapitolou přehledu literatury bude hypotermie, protože změna teploty velmi ovlivňuje 
fyziologickou odpověď organismu. Savci a ptáci patří do skupiny homotermů, jejichž organismus je 
schopen udržovat konstantní teplotu a to i navzdory změně teplotních podmínek v okolí. 
Fyziologická odpověď na změnu teploty brání velké ztrátě tepla organismu či přehřátí organismu. 
Hypotermie je definována jako teplota nižší o dva stupně než je normální teplota jádra (Pozos and 
Wittmers 1983, Pozos and Danzl 2001, Segers et al. 1998). Opakem k hypotermii je hypertermie, 
která je určena navýšením teploty o několik stupňů. Normální teplota jádra pro dospělého člověka 
se pohybuje kolem 37°C pro mozek, srdce a ledviny. Počáteční hodnota hypotermie je od 35°C, ale 
za určitých podmínek je možné, že příznaky hypotermie budou vykazovány i při teplotě 36°C 
(Pozos and Danzl 2001).  
Hypotermie může mít více příčin. Primární příčina hypotermie je dána neefektivní reakcí 
organismu na změnu prostředí. Sekundární je způsobená poškozenou termoregulací jako následek 
nemoci, únavy či zranění. Zde je tělu dovoleno tolerovat mnohem větší chlad než je normální, i 
když to ohrožuje integritu organismu. Posledním důvodem hypotermie je klinicky vyvolaná 
hypotermie (Pozos and Danzl 2001, Hildebrand et al. 2004, Segers et al. 1998). Nástup hypotermie 
28 
a její případné zhoršení velmi závisí na několika faktorech, jako například na velikosti těla, stupni 
metabolismu, množství tuku, výživě, hydrataci nebo u lidí množství a kvalitě oblečení (Pozos and 
Danzl 2001, Hervey 1973). Hypotermie může být rozdělena na tři fáze: mírná, střední a silná (Pozos 
and Danzl 2001, Hildebrand et al. 2004). Nejnižší teplota zchlazení lidského organismu a jeho 
opětovné ohřátí byla 15°C (DaVee and Reineberg 1980). Hodnoty nejnižších teplot jsou velmi 
odlišné u jednotlivých druhů, u psa to je teplota v rozmezí 18-20°C a u potkana 13-15°C (Hervey 
1973). 
Hypotermie může mít i přínosný efekt. Příkladem je prodloužení životnosti orgánu a prevence 
před hypoxií orgánu nebo začátku zánětlivé odpovědi. V dnešní době je možné využití indukované 
hypotermie hlavně při operativních zákrocích, kterými jsou např. transplantace: kardiochirurgie 
nebo neurochirurgie. Při nižší teplotě těla jsou i nižší požadavky tkání na kyslík. To dovoluje 
vyloučení orgánu z cirkulace při operacích na mnohem delší dobu (Bigelow et al. 1950). Dokonce 
již 3500 př. n. l., v nejstarším textu Edwin Smith Papyrus, je hypotermní efekt používán 
terapeuticky. Používaly se lokální studené aplikace na rány hlavy a na infikovaná nebo vředovitá 
prsa (Breasted 1930). Později příznivého efektu hypotermie používali i v Hippokratově škole 
při podvrtnutí, otoku, zlomenině nebo i při křečových stavech (Adams 1849). Později bylo 
zchlazení organismu využito jako způsob anestezie, chladová narkóza se objevuje při teplotě 28°C 
(Bigelow et al. 1950). 
Nejlepší by bylo měřit rovnou teplotu jádra, ale zařízení pro měření teploty jádra nejsou 
snadno dostupná. Proto se teplota jádra určuje měřením v ústech, rektálně, v podpaží, tympanicky a 
v jícnu (zde je teplota běžně o 1°C nižší než teplota jádra). Teplotu periferie není možné využít 
k určení teploty jádra. Obvykle je teplota jádra porovnávána vzhledem ke změnám v periferii. Toto 
srovnání periferní a teploty jádra probíhá v hypotalamu. Udržení a kontrola teploty jádra závisí 
na teplotní citlivosti periferního systému (Pozos and Danzl 2001). 
Informaci o změně teploty v okolí organismu zjišťují teplové a chladové receptory v periferii. 
Závisí na rozdílech mezi jádrem a periferií, podle toho přenáší zprávu o teplotě do centrální nervové 
soustavy. Teplové i chladové receptory mají po aktivaci tonické vzplanutí. Chladové budou 
reagovat na chladový stimul s dočasnou excitací, poté zůstanou jejich frekvence signálů konstantní, 
zato budou inhibovány vysokou teplotou. Existují dva typy chladových receptorů, jsou uloženy 
hluboko v kůži nebo povrchově, většina se však vyskytuje v periferii. Přenos informace 
z chladových receptorů zajišťují málo myelizovaná vlákna nebo C vlákna. Vypálí při teplotě 25 – 
33°C a rychle se adaptují do nového statického rozpoložení (Trojan 2003, Silbernagl and 
Despopoulos 2004, Ganong 2005). 
Signály z odlišných aferentních vláken vstupují do míchy ve dvou stupních. První je 
trigeminální, tedy vycházející z obličeje, a druhý ze zbytku těla (Dawson et al. 1981). Pokračují 
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spinotalamickou dráhou a jsou promítnuty přímo v thalamu, dále se dostávají do hypotalamických 
jader, kde je informace zpracována. Dle potřeby dojde k aktivaci centrálního a autonomního 
nervového systému, které dále mobilizují ostatní systémy: dýchací, vylučovací, kardiovaskulární, 
endokrinologický, svaly a také chování. První a hlavní fyziologickou odpovědí na chlad je periferní 
vazokonstrikce cév, která brání dalším ztrátám tepla. Je řízena autonomním nervovým systémem a 
má za úkol vyvolat pocit chladu (Trojan 2003, Silbernagl and Despopoulos 2004, Ganong 2005). 
2.6.1 Vliv hypotermie na organismus 
Každý fyziologický systém má vlastní odpověď na pokles teploty jádra, která dohromady 
dává příznaky hypotermie (Obr. 7). Porozumění každému systému je nezbytné, neboť každý systém 
komunikuje s ostatními. Jak již bylo zmíněno výše, první reakcí na chlad je periferní 
vazokonstrikce, obvykle se týkající prstů rukou či nohou, nebo dalších periferních částí těla (uši, 
nos, brada) (Hervey 1973, Pozos and Danzl 2001). Tato vazokonstrikce může být následována 
vazodilatací, která brání poškození tkáně před ischemií (Hervey 1973). Keatinge ukázal, že 
vazodilatace je způsobená paralyzujícím efektem chladu na arterioly. Bude to podobně platit i 
pro hlouběji uložené cévy, pokud klesne teplota opravdu hodně (Keatinge and Evans 1961, 
Hayward and Keatinge 1979). Pod teplotou 34°C je nárůst mortality signifikantní (Hildebrand et al. 
2004) a pod teplotou 32°C je vystavení organismu již spojeno se 100% úmrtností. 
 
Základní fyziologická termoregulace zahrnuje u člověka tři faktory: pocení, vazomotoriku a 
třes (Hervey 1973). Hypotermie vyvolává třes v kosterním svalstvu, cílem třesu je udržení normální 
tělní teploty. Tento třes přetrvává, dokud teplota jádra neklesne na teplotu 29-31°C. Jde o třes 
nedobrovolný a rytmický, frekvence závisí na typu svalu (Hemingway 1963). Nejprve 
Obrázek 7: Schematické znázornění poklesu teploty tělesného jádra a jeho základní reakce na 
organismus. 
Hypotermie je zde rozdělena mírnou (bez výplně), střední (čtvercové šrafování) a silnou (boční 
šrafování) (upraveno dle Pozos and Danzl 2001). 
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metabolismus roste díky třesu, ale po zastavení třesové reakce metabolismus klesá až do vyčerpání 
organismu (Hervey 1973). Dalším účinkem hypotermie je například: změna ve funkci iontových 
kanálů, zvýšená membránová lipidová stabilita, změna ve vyplavení a vychytávání 
neurotransmiterů, výlev různých substancí s ochranným efektem na funkci buněčné membrány, 
zachování hematoencefalitické bariéry a snížený metabolismus (Pozos and Danzl 2001). 
Prvotní reakcí na chlad u dýchacího systému je zvýšení frekvence nádechů, hyperventilace 
(Keatinge and Evans 1961). Brzy však následuje hypoventilace, neboli pokles množství nádechů 
za minutu (Bigelow et al. 1950). Při teplotě 30°C je snížení až ke čtyřem nádechům za minutu, což 
vede k zadržování oxidu uhličitého ve tkáních. Velké množství oxidu uhličitého způsobí acidózu. 
Dále se objevuje snížení pohyblivosti řasinek a bronchiálního sekretu, pokles plicní kompliance, 
nárůst anatomického i fyziologického plicního mrtvého prostoru, vyšší potenciál pro otok plic, 
kontraktilní funkce bránice a interkostálních svalů se mění (Pozos and Danzl 2001, Morris et al. 
1985). 
Ve vylučovací soustavě pocit chladu přináší zprvu zvýšenou potřebu vylučování moči, neboli 
diurézu a to ještě před poklesem teploty jádra (Hervey 1973, Paton 2001). Jde o reakci 
na hypervolemii po vazokonstrikci (Hervey 1973) k udržení normálního tlaku na stěnu cév. Obecně 
je funkce ledvin během hypotermie snížena díky poklesu systémového krevního tlaku. Velmi je 
redukovaná i spotřeba kyslíku, ale podobně tomu bude i u jiných orgánů jako jsou játra, mozek, 
srdce, kůže a kosterní svalstvo. Regulace koncentrace iontů draslíku může být poškozena 
při hypotermii (Pozos and Danzl 2001). 
V zažívacím systému dochází ke snížení motility s poklesem teploty jádra, což dále vede 
k akutní dilataci žaludku a tlustého střeva. Po snížení srdečního výdeje vlivem chladu buňky jater 
budou stále schopné metabolizovat, ale nezvládají zpracovávat glukózu (Pozos and Danzl 2001). 
Celkově mají játra sníženou funkci s klesající teplotou. Z toho důvodu bude zhoršena i schopnost 
jater metabolizovat, což povede k větší acidóze v těle (Britt et al. 1991). 
Chlad nebo hypotermie vyvolává širokou hormonální odpověď na stresovou reakci a hlavní je 
vyplavení katecholaminů. Tyto hormony dřeně nadledvin stimulují termogenezi (Therminarias and 
Pellerei 1987). Koncentrace inzulínu se u hypotermních pacientů liší, ale pod 31°C není možná 
usnadněná difuze glukózy do buněk. Někteří pacienti bývají hyperglykemičtí, ale koncentrace 
glukózy závisí na metabolickém stavu pacienta a ne na stupni hypotermie (Pozos and Danzl 2001). 
Proto hyperglykémie může být způsobena poklesem inzulínové aktivity, nárůstem katecholaminem 
indukované glykogenolýzy, zvýšením sekrece katecholaminů, poklesem jaterní funkce nebo 
resorpcí glukózy ledvinami (Pozos and Danzl 2001). 
Pokles teploty jádra obecně inhibuje funkci imunitního systému. Byly provedeny studie, 
ve kterých byli lidé vystaveni mírné hypotermii, a v následujících třech týdnech nikdo 
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neonemocněl. Chlad brání infiltraci imunitních buněk, která vede k vyplavení inflamatorních 
cytokinů (IL-1, IL-6, TNF-α, INF-γ). Hojení ran je při hypotermních podmínkách zhoršené, což je 
pravděpodobně dáno vazokonstrikcí snižující parciální tlak kyslíku v tkáni (Sessler et al. 1988, 
Swan et al. 1953). Jedním vysvětlení pro chladově indukovanou imunosupresi je specifická inhibice 
imunitních buněk. Bylo zdokumentováno, že zvýšený výlev kortikosteroidů při chladovém stresu 
má také imunosupresivní efekt (Pozos and Danzl 2001). 
Mezi prvotní příznaky hypotermie patří špatné vyslovování, poškození krátkodobé paměti a 
zhoršení stavu vědomí v centrálním nervovém systému. S dalším poklesem teploty v jádře se 
začínají objevovat vizuální a sluchové halucinace. Člověk se stává méně společenským, objevují se 
změny v chování, je obecně pomalejší, při chůzi klopýtá či padá (Hervey 1973). Ztráta vědomí 
obvykle nastává při teplotě 28-30°C. Dochází i k poklesu rychlosti vedení akčního potenciálu z 30 
m/s při 35°C na 12 m/s při 21°C (Pozos and Danzl 2001). Snížení teploty zapříčiní pokles 
metabolismu mozku. Elektrická aktivita mozku byla sledována na teplotu 34°C, což byla teplota, 
kdy ještě mozek vykazoval aktivitu (Lanier et al. 1992).  
2.6.2 Hypotermie v kardiovaskulárním systému 
Obdobně jako v jiných systémech hypotermie silně ovlivní funkce v kardiovaskulárním 
systému (Bigelow et al. 1950). Chladový stres vyvolává vazokonstrikci periferních cév 
zprostředkovanou sympatikem, v tomto případě výlevem katecholaminů. Vazokonstrikce způsobí 
srdeční přetížení a dohromady se zvýšenou myokardiální spotřebou kyslíku vyvolá počáteční 
srdeční tachykardii. S klesající teplotou se objevuje naopak bradykardie a snížení funkce myokardu, 
což způsobí nižší srdeční výdej a hypotenzi. Otevírání a zavírání sodíkového kanálu je nižší a taky 
průchod sodíku je snížen. Tento pokles zapříčiní prodloužení PR a QT intervalu a celkové rozšíření 
QRS komplexu (Pozos and Danzl 2001). 
Variabilita cirkadiální tepové frekvence je mnohem různorodější u mírné hypotermie 
než u normální teploty, což je pravděpodobně dáno nerovnováhou mezi sympatikem a 
parasympatikem (MacKenzie et al. 1991). Běžná je snižující se tepová frekvence s depresí teploty, 
která je následkem snížení spontánní depolarizace buněk pacemakeru (Black et al. 1976, Bigelow et 
al. 1950). Zpomalení je také zapříčiněno prodloužením systoly a uchováním délky diastoly (Hervey 
1973). Kontraktilita myokardu neklesá, pokud se teplota jádra nesníží na 28°C (Morris et al. 1985). 
Srdeční zastavení se objevuje až při teplotě 21°C (Hildebrand et al. 2004). 
Vztah mezi tepovou frekvencí a teplotou se liší u jednotlivých druhů (Clark 1920). Větší srdce 
bude po snížení teploty hůře organizované než srdce menší (Hervey 1973). Dochází k pomalejší 
aktivaci a inaktivaci membránového napětí, je ovlivněna i repolarizace srdečního akčního 
potenciálu. Snížení o 1°C v srdci protáhne cyklus srdečního akčního potenciálu a refrakterní 
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periodu o 15-20 milisekund (Pozos and Danzl 2001). Vliv hypotermie se liší v síních a v komorách, 
síně mají vyšší rychlost převodu, ale umí si udržet normální synchronní svalovou kontrakci i 
při nižších teplotách. Na chlad jsou tedy mnohem citlivější komory, což se může projevit inhibicí 
nebo nepravidelností (Pozos and Danzl 2001).  
Při teplotě pod 32°C se objevují síňové i komorové arytmie, u síní na to navazuje rozšíření 
síní a u komor vzniká primárně fibrilace (Nesemann et al. 1983). Nicméně arytmie vyvolaná 
hypotermií není potvrzená (Janse and Wit 1989, Wong 1983). Defekty vzniklé při generování 
elektrického impulsu se objevují mnohem častěji u hypertermie a naopak u hypotermie jsou vzácné. 
Na druhou stranu chybná propagace impulsu se může objevit jak u hypotermie, tak i u hypertermie. 
Tyto defekty vedou ke vzniku arytmií (Vostarek et al. 2016). Hyperkalemie může být jednou 
z příčin srdeční arytmie, což je obvykle osudný znak tkáňové hypoxie (Spurr and Barlow 1959). 
Vlivem snížené teploty se objevuje i síňová fibrilace, která může být vyvolána zpomalením 
síňového a komorového stahu, rozšířením QRS komplexu při pomalém komorovém stahu, určitý 
způsob zablokování převodního systému, či posun pacemakeru do dalších částí převodního systému 
(Somerville 1960). 
S hypotermií klesá i funkce buněk. Vlivem zpomaleného krevního oběhu vzniká hypoxie, ta 
způsobí přepnutí na anaerobní metabolismus a větší zakyselení organismu. Když teplota jádra 
dosáhne 25°C, tekutina začne přestupovat ven z cévního prostoru a hematokrit naroste o 150% 
(Haddix et al. 1996), což zhoršuje srdeční výdej. Zároveň při této teplotě 25°C je větší rozpustnost 
o 33% kyslíku a oxidu uhličitého (Pozos and Danzl 2001). S každým klesnutím o 1°C dochází 
k nárůstu o 2% v krevní viskozitě (Prakash et al. 1978). Nízká teplota má za následek poškozenou 
koagulaci, která je způsobená inhibicí enzymových reakcí v koagulační kaskádě (Michelson et al. 
1994). 
2.6.2.1 Vliv hypotermie na růst srdce 
Mnoho fyziologických procesů srdce je velmi ovlivněno teplotou, ve které se srdce nachází. 
Ptáci, potomci poikilotermů, se díky svým předkům umí vylíhnout i za změněných teplotních 
podmínek. Warbanow a kol. zjistili, že kuřata inkubována v subnormální teplotě 32-36°C mají 
sníženou tělesnou hmotnost spojenou s kardiomegalií a nejvíce se to projeví při teplotě 33,5°C 
(Warbanow 1971, Warbanow 1970). Při hypotermii dochází snížení tepové frekvence, což vede 
k poklesu srdečního výdeje. Tento deficit je kompenzován nárůstem srdečního objemu (Benson Jr 
et al. 1989), a to má za následek ono zvětšení srdce. Kardiomegalie může být způsobena buď vyšší 
buněčnou proliferací, nebo větší velikostí buněk. Současně velikost těla byla výrazně menší 
u hypotermické inkubace embryí (Warbanow 1971, Warbanow 1970). Při porovnáváním velikosti 
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srdce k tělu, byla hypotermní srdce dvakrát větší vzhledem ke kontrolám. Kontraktilita 
hypotermního srdce byla také dvakrát větší in vitro, ale in vivo hodnoty vyšly přesně naopak. 
Bradykardie a snížené proudění krve při systole ve stádiu HH 17 bylo potvrzeno i v jiné studii 
(Lee et al. 2011). Například v jiné studii se věnovali hypotermii v časných embryonálních stadií HH 
18-24 při snížené teplotě na 31,1°C. U kuřat klesla srdeční frekvence o 25%, snížil se krevní tlak, 
průtok krve a zvýšila se vaskulární rezistence (Nakazawa et al. 1986) (Obr. 8). 
 
Podobná zjištění byla prezentována v práci Merkow a Leightor. Kuřata byla rozdělena na tři 
skupiny, ve kterých byla inkubována 90°F, 100°F a 108°F (32°C, 37,7°C a 42,2°C). Hypotermně 
inkubovaná kuřata (90°F) měla znatelně menší velikost i váhu těla a srdce bylo naopak zvětšené a 
těžší. Byl zde znatelný projev retardace očí a dalších přívěsků (peří) oproti normálně inkubovaným 
(100°F) či hypertermním kuřatům (108°F). Hypertermie způsobila zmenšený růst těla i srdce, ale 
jinak byla morfologicky stejná jako normotermická embrya. Elektrokardiogram byl velmi podobný 
u normotermních a hypertermních kuřat, zato u hypotermních bylo nespecifické rozšíření QRS 
komplexu. To bylo podle autorů způsobeno hypertrofickým růstem a navrhují, že to může být 
využito jako model srdeční hypertrofie. Hypertrofie může být kompenzací při poklesu efektivity 
k udržení srdečního výdeje. Množství DNA na srdce bylo shodné u hypotermních i normotermních 
embryí, jen u hypertermních byly hodnoty nižší. Tepová frekvence byla poloviční u hypotermních 
ve srovnání s normotermní a hypertermní frekvencí srdce. Myokard u kuřat inkubovaných v 90°F 
byl velmi podobný ostatním skupinám. V mezibuněčných oblastech se vyskytovalo větší množství 
vločkovitého či vláknitého materiálu, u kterého předpokládají, že jde o glykogen. (Merkow and 
Leighton 1967, Merkow and Leighton 1966). 
  
Obrázek 8. Elektrokardiogram u experimentálních skupin kuřat inkubovaných v odlišné teplotě.  
Normotermní skupina (100°F, 37,7°C), hypotermní skupina (90°F, 32°C) a hypertermní skupina 
(108°F, 42,2°C)(Merkow and Leighton 1967).  
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3 Cíl práce 
Růst v embryonálním období je převážně zajištěn proliferací. Při experimentálních 
podmínkách se snížením teploty inkubace se zmenšuje velikost těla a zvětšuje velikost srdce. 
 
Hlavním cílem této práce bylo odpovědět na tyto otázky: 
 Ovlivní nižší inkubační teplota velikost těla a srdce? 
 Pokud dojde k předpokládanému zvětšení srdce, čím je tato změna způsobena na buněčné 
úrovni: hypertrofií nebo hyperplazií? 
 Objeví se rozdíly v tloušťce stěny u obou komor? 
 Bude prokazatelný rozdíl mezi Purkyňovými vlákny a pracovními myocyty? 
 Změní se velikost Purkyňových vláken po hypotermní inkubaci? 
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4 Experimentální část 
4.1 Metodika 
4.1.1 Pokusný model 
V experimentech byla použita vejce bílé Leghornky (Ústav molekulární genetiky AV ČR, 
Koleč, Česká Republika). Vejce byla nejprve důkladně omyta vodou a drobné pozůstatky špíny 
byly očištěny kartáčkem, poté byla ještě omyta alkoholem (70% EtOH). Před zahájením 
experimentu byla vejce uskladněna ve vinotéce (Hyundai Vin18). Zde byla vejce uskladněna tři dny 
při teplotě 16°C. Byla pravidelně kontrolována teplota a stav vajec. Poté byla přemístěna 
do inkubátoru (Brinsea, Oya-Easy 380 Advance Series II Cabinet Incubator). V inkubátoru byla 
předem nastavena vhodná teplota pro inkubaci vajec na 37,5 ± 0,5 °C a vlhkost 40%. V tomto 
inkubátoru byla vejce inkubována čtyři dny ve tmě. Pravidelně byl monitorován stav vajec a také 
byla kontrolována teplota a vlhkost inkubátoru. Čtvrtý den byla vejce rozdělena na dvě skupiny: 
hypotermní model (12 vajec) a kontroly (7 vajec). Při rozdělení do skupin bylo stáří embryí 
jedenáct dnů. Kontrolní skupina byla přemístěna do jiného inkubátoru (Forma Scientific 3546 
Water Jacketed CO2 Incubaror With C/hp Lab Oven). V inkubátoru pro kontrolní skupinu byla 
předem nastavena teplota 37,5 ± 0,5°C a vlhkost 40%. Druhé skupině v původním inkubátoru byla 
snížena teplota na 33,5°C a vlhkost 40%. Obě skupiny byly drženy v těchto podmínkách až do doby 
odběru na sedmnáctém embryonálním dnu (REF Warbanov 1970). Byla prováděna kontrola teploty 
a vlhkosti dvakrát denně. 
4.1.2 Odběr embryí 
Sedmnáctý embryonální den byla vejce obou skupin vyjmuta z inkubátoru. Každé vejce bylo 
postupně otevřeno vystřižením kulatého otvoru v místě vzduchové komůrky. Byla odstraněna 
papírová blanka (membrana testa). Embryo bylo vytaženo háčkem za krček. Poté bylo každé 
embryo osušeno na papírovém ručníku a zváženo na váhách (Denver Instrument SI-603). Embryo 
bylo usmrceno ustřižením hlavičky. Dále byl každému embryu otevřen hrudní koš a bylo vyjmuto 
srdce. Srdce bylo opatrně osušeno a zváženo na analytických váhách (Mettler, Toledo, USA). Poté 
byla srdce po dobu 48 h fixována v 4% roztoku paraformaldehydu ve fosfátovém pufru (PBS) 
při teplotě 4 °C. Následně byla srdce třikrát vyprána v PBS po dobu 10 minut. Poté byla odvodněna 




odvodnění doba odvodnění doba odvodnění doba 
30% EtOH* 20 minut 80 % EtOH 20 minut 96% EtOH 15 minut 
50% EtOH 20 minut 90% EtOH 20 minut 100% EtOH 15 minut 
70% EtOH 20 minut 96% EtOH 15 minut 100% EtOH 15 minut 
*EtOH = alkohol 
Po odvodnění byla srdce projasněna v benzenu (třikrát 10 minut). Dále byla srdce prosycena 
paraplastem I do rozpuštění (přibližně na 30 minut), paraplastem II na 60 minut a na závěr 
paraplastem III také na 60 minut. Poté byla srdce zalita do kovových zalévacích komůrek, označena 
a uložena v lednici. Hodnoty vážení byly zaznamenány do tabulky. 
4.1.3 Krájení bločků 
Kontroly i hypotermní srdce byly po skupinách zality v příslušných bločcích. Poté byly 
bločky krájeny na rotačním mikrotomu (Leica RH 2135). Jednotlivé řezy o tloušťce 8 µm byly 
přeneseny štětcem na předem připravené sklo s kapkou vody. Řezy byly napnuty přímo na vodní 
kapce díky vyhřátí ploténky, na níž byla skla umístěna, na teplotu 42°C. Po dostatečném napnutí 
řezů byla skla z ploténky sejmuta a po zchlazení osušena. Poté byla skla na ploténku vrácena a další 
3 hodiny byla ponechána k důkladnému vyschnutí. Přes noc byla skla uložena do inkubátoru 
(Biological Thermostat BT 120) o teplotě 51°C k úplnému dosušení. 
4.1.4 Histologické značení 
Jako základní způsob barvení bylo vybráno standardní histologické barvení hemaxylinem a 
eosinem. Hematoxylin je modrofialové bazofilní barvivo, které se váže v jádře buňky. Eosin barví 
cytoplazmu růžově a je naopak acidofilní. Připravená skla byla nejprve odparafinována v Bioclearu 
1, 2, 3 a 4. Do kádinky s Bioclearem byla skla přemístěna vždy na 5 minut. Při přesunu mezi 
kádinkami Biocleru byla skla lehce osušena. Poté byla skla vložena do sestupné alkoholové řady 
(100%, 100%, 90%, 80% a 70% EtOH) vždy na 2,5 minuty. Dále byla promyta v destilované vodě 
po dobu 5 minut. Následovalo barvení hematoxylinem, skla byla ponořena do barviva přibližně 
na 1 minutu. Poté byla skla prána pod tekoucí kohoutkovou vodou asi 5 minut a dvakrát opláchnuta 
destilovanou vodou. Barvení skel eosinem bylo aplikováno velmi krátce, přibližně 10 sekund. Poté 
byla skla omyta v destilované vodě a odvodněna ve vzestupné alkoholové řadě (70%, 80%, 90%, 
96%, 100%, 100% EtOH). Potom byla skla projasněna v pětiminutových intervalech karboxylenem, 
xylenem 1 a 2. Následně byly řezy zamontovány pomocí permanentního média (Depex) a krycího 
sklíčka. Zamontovaná skla byla do druhého dne ponechána ve tmě v digestoři pro zaschnutí 
montovacího média. 
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4.1.5 Imunohistochemická značení 
1) Značení anti-actin (α-sarcomeric), Rhodamine (TRITC), Wheat Germ Aglutinin a Hoechst 
Dalším způsobem bylo imunohistochemické značení anti-actin (α-sarcomeric) a wheat germ 
aglutinin (WGA). Monoklonální myší IgM anti-actin (α-sarcomeric) protilátka je používána 
pro studium svalové diferenciace. Je specifická pro kosterní a srdeční isoformu aktinu (α-SA). 
WGA Alexa Fluor 488 conjugate je universální značení pro detekci glykokonjugátů 
v histochemických aplikací. Váže se převážně na vláknitou složku mimobuněčné hmoty, čímž barví 
mimo jiné basální membránu. 
Nejprve byla skla odparafinována v Bioclearu 1, 2, 3 a 4 vždy po 5 minutách. Poté byla 
vložena do sestupné alkoholové řady (100%, 100%, 90%, 80% a 70% EtOH) vždy na 2,5 minuty. 
Skla byla dále promyta v PBS jednou na 5 minut, dvakrát v PBS s 0,5% Tweenem (0,5% PBT) také 
5 minut a na konec ještě znovu dvakrát na 5 minut v PBS. Poté byla na skla aplikována 
předinkubace v normálním kozím séru (normal goat serum, NGS) minimálně na 30 minut. NGS 
bylo ředěno 1:10 v roztoku 1% hovězího sérového albuminu (bovine serum albumin, BSA) a 0,1% 
Tween v PBS (0,1% PBT). Poté byla na skla aplikována primární protilátka α-SA (Sigma-Aldrich 
A2172) ředěna 1:800 v roztoku NGS v 1%BSA a 0,1% PBT (1:10). Primární protilátka α-SA byla 
inkubována na sklech přes noc při 4°C. Poté bylo nezbytné skla důkladně třikrát promýt v PBS 
po 10 minutách. Poté byla aplikována sekundární kozí protilátka značená rhodaminem namířená 
proti myším globulinům (Rhodamine (TRITC)-conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG+IgM, 
Jackson Immuno Research Laboratories, 115-025-068). Sekundární protilátka byla ředěna v roztoku 
NGS v 1%BSA a 0,1% PBT (1:10) v poměru 1:200. Na sklech byla sekundární protilátka 
inkubována ve tmě 60 minut za pokojové teploty (21-22°C). V dalším kroku bylo ve tmě 
při pokojové teplotě provedeno značení WGA (Invitrogen 115-025-146) na 60 minut. WGA byl 
ředěn 1:50 v roztoku 0,2% Tritonu v PBS. Poté byla skla třikrát prána na 10 minut v PBS a jednou 
10 minut v destilované vodě. Dále byla jádra dobarvena barvivem Hoechst (Sigma 861405). 
Hoechst byl ředěn v poměru 1:100 000 v roztoku 0,1% Tritonu v destilované vodě. Hoechst byl 
aplikován na 10 minut ve tmě při pokojové teplotě. Skla potom byla důkladně omyta destilovanou 
vodou. Poté byla odvodněna vzestupné alkoholové řadě (70%, 80%, 90%, 96%, 100%, 100% 
EtOH). Dále byly preparáty projasněny v  xylenu 1 a 2 vždy 5 minut. Řezy byly následně 
zamontovány pomocí permanentního média (Depex) a krycího sklíčka. Tato skla byla do druhého 
dne ponechána ve tmě v digestoři pro důkladné zaschnutí montovacího média. 
 
2) Značení Anti-phospho-Histone H3, Cy3 a DRAQ 5 
Druhým způsobem imunohistochemického značení bylo barvení protilátkou anti-phospho-
Histone H3 (pHIS 3) a DRAQ 5. Anti-phospho-Histone H3 je králičí polyklonální protilátka. 
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Je schopná detekovat histon H3 fosforylovaný na Serinu 10 v chromatinu eukaryotických buněk. 
Ten se vyskytuje v jádře buněk nacházejících se v M-fázi buněčného cyklu, a je tedy markerem 
mitózy. DRAQ 5 je nespecifické barvivo vázající se na DNA živých nebo fixovaných buněk. 
První krokem bylo odparafinování skel v Bioclearu 1, 2, 3 a 4 na 5 minut. Poté byla skla 
postupně ponořena do sestupné alkoholové řady (100%, 100%, 90%, 80% a 70% EtOH) vždy 
na 2,5 minuty. Dále byla skla promyta v PBS jednou na 5 minut, dvakrát v PBS s 0,5% Tweenem 
(0,5% PBT) také 5 minut a na konec znovu dvakrát na 5 minut v PBS. Pro odmaskování antigenu 
bylo nutné skla povařit v 10mM citrátovém pufru s pH 6,00 v mikrovlnné troubě (MW 750 W) 
dvakrát 5 minut. Pro vychlazení a omytí byla skla ponořena do PBS s 0,1% Tritonem na 10 minut, a 
pak ještě jednou na 10 minut. Poté byla skla ještě promyta v PBS třikrát 5 minut. Řezy na skle byly 
ponořeny do roztoku NGS ředěné 1:10 s 0,1% PBT na 90 minut při pokojové teplotě. Dále byla 
na skla aplikována primární protilátka pHIS3 (Millipore 06-570) ředěné v NGS s 0,1% PBT a 
inkubována přes noc v lednici (+4°C). Druhý den byla skla třikrát promyta v PBS na 10 minut. Poté 
byla aplikována sekundární protilátka Cy3 AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG (JIRL 111-165-003) 
na 90 minut za pokojové teploty a ve tmě. Sekundární protilátka byla ředěna 1:200 v roztoku NGS 
s 0,1% PBT (1:10). Dále byla skla promyta třikrát v PBS 5 minut a jednou v destilované vodě také 
5 minut. Posledním barvícím krokem byla aplikace DRAQ 5 (LI-COR 928-40022) naředěný 1:1000 
v 0,1% PBT. DRAQ 5 byl inkubován 60 minut ve tmě za pokojové teploty. Poté byla skla prána 
v PBS dvakrát 5 minut a jednou 5 minut v destilované vodě. Dále byla odvodněna vzestupné 
alkoholové řadě (70%, 80%, 90%, 96%, 100%, 100% EtOH). Skla byla projasněna v xylenu 1 a 2 
vždy 5 minut. Řezy byly následně zamontovány pomocí permanentního média (Depex) a krycího 
sklíčka. Zamontovaná skla byla do druhého dne ponechána pro zaschnutí montovacího média 
ve tmě v digestoři. 
4.1.6 Mikroskopické metody 
Pro zobrazení řezů barvených hematoxylinem a eosinem byla použita světelná mikroskopie. 
Byl použit světelný mikroskop Olympus BX51 s připojeným modulem pro digitální fotografování. 
Pro snímání fotografií a jejich úpravy byl použit počítačový program Cell^P. Nejprve byla 
nastavena intenzita světla a bylo zkontrolováno využití filtrů. Preparát na podložním skle byl 
nejprve zaostřen při zvětšení 10x a byla vybrána vhodná oblast. Vždy byla vybírána dvě místa 
v cirkulární oblasti levé komory (LV circ), pravé komory (RV circ) a dvě oblasti v papilárních 
svalech levé komory (LV mp). Snímky byly sbírány při zvětšení 20x. Postup byl zopakován u všech 
plánovaných oblastí stejně. Na závěr byla ještě vyfocena kalibrace pro další potřeby analýzy 
snímků. Dále zde byly nasbírány snímky stěny pravé a levé komory se zvětšením 2x. Znovu byl 
postup zopakován u všech oblastí všech řezů kontrolních i hypotermních srdcí. 
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Purkyňova vlákna byla také snímána na mikroskopu BX51 se zapnutým modulem 
fluorescence. Pro tvorbu obrazů byl použit znovu program Cell^P. Po nastavení mikroskopu byla 
vybrána vhodná oblast v levé komoře při zvětšení 4x. V každé komoře byla vybrána tři místa 
bohatá na tato vlákna. Purkyňova vlákna se v kuřecím srdci obvykle vyskytují těsně 
pod endokardem (Obrázek 9). Vyskytují se samostatně nebo ve skupině s malým počtem. Mají 
protažený vřetenovitý tvar, v našem případě jde o transverzální řezy Purkyňovými vlákny. Snímky 
byly sbírány se zvětšením 40x. Postup byl opakován u všech řezů obou skupin. 
 
Fotografie imunohistochemického značení byly snímány na konfokálním fluorescenčním 
mikroskopu Olympus BX61, konfokální modul FluoView1000. V našem experimentu byl využit 
sekundární fluorochrom formou imunohistochemického značení (primární a sekundární protilátka). 
Snímek byl zaostřen se zvětšením 10x a poté byla vybrána cílová oblast, kam byla aplikována 
kapka imerzního oleje. Cílové oblasti byly stejné jako u světelného mikroskopu (LV circ, LV mp a 
RV circ). Dva snímky z každé oblasti byly fotografovány se zvětšením 40x. Při zapnutém laseru 
byla při autofluorescenci nastavena hloubka snímané oblasti (6 µm, 4 optické řezy s z-krokem 
1,5 µm), intenzita laseru, přiblížení a poměr obrazu. U každého typu laserového záření byla poté 
upravena jeho intenzita. Tento postup byl zopakován u všech oblastí. 
Obrázek 9: Ukázka pro metodické zobrazení určování Purkyňových vláken. 
Snímek levé komory v oblasti papilárních svalů byl vytvořen flourescenčním mikroskopem. Jde 
o fotografii hypotermního srdce. Zvětšení bylo 40x, měřítko je 50 µm. 
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4.1.7 Analýza snímků 
Nasnímané obrázky ze světelného a fluorescenčního mikroskopu BX51 byly vyhodnoceny 
v programu ImageJ - win64 (FIJI). Díky tomuto programu byla měřena tloušťka kardiomyocytů 
přes jádro v pixelech. V každém snímku bylo změřeno maximum buněk s jádrem a jasně 
definovanou buněčnou membránou. Hodnoty naměřené na jednom snímku byly přeneseny 
do tabulky v Excelu Microsoft Office. Tento postup byl zopakován u všech pořízených fotografií. 
Měření šířky stěn komor byl velmi obdobný. Stěny byly měřeny pomocí programu ImageJ - win64 
(FIJI) v pixelech. Byly vybrány tři oblasti v každé stěně pravé a levé komory u každého srdce. Poté 
byly hodnoty vloženy do tabulky Excel Microsoft Office. Buňky převodního systému – Purkyňova 
vlákna byla také měřena v pixelech v programu ImageJ - win64 (FIJI). Na každém snímku byl 
změřen maximální počet jasně definovatelných Purkyňových vláken. Naměřené hodnoty byly 
přesunuty do tabulky Excel Microsoft Office. Všechny získané hodnoty byly převedeny z pixelů 
na µm. 
Fotografie se značením α-SA a WGA byly také vyhodnoceny v programu ImageJ – win64 
(FIJI). Cílem bylo také změření tloušťky kardiomyocytů přes jádro. Opakování tohoto postupu bylo 
dáno v některých případech nejasně definovanou plazmatickou membránou po barvení 
hematoxylinem a eosinem. Znovu bylo v každém snímku změřeno maximum buněk s jasným 
jádrem a buněčnou membránou. Hodnoty byly uloženy do tabulky v Excelu Microsoft Office. Opět 
tento postup byl zopakován u všech snímků. Poté byly hodnoty převedeny na µm. 
Nasbírané fotografie se značením pHIS 3 a DRAQ 5 byly analyzovány v programech Adobe 
Photoshop 7.0 a ImageJ – win64 (FIJI). Nejprve byla v programu Photoshop označena pozitivní 
jádra (tj. proliferující buňky). Poté byla zkontrolována pozitivita vyskytující se v místě jádra 
přepnutím jednotlivých kanálů. Počet pozitivních jader byl přenesen do ImageJ, kde byla spočítána. 
Hodnota byla uložena do tabulky Excel Microsoft Office. Dále byl vytvořen obraz plochy 
ve Photoshopu a poté byl přenesen do ImageJ. Zde byla plocha změřena a uložena do tabulky 
v Excelu. Stejný postup byl zopakován u všech nasnímaných fotografií. 
4.1.8 Statistické vyhodnocení 
Nasbíraná data byla rozdělena na dvě skupiny podle typu inkubace. Normotermně 
inkubovaných embryí bylo 7 a do hypotermní skupiny bylo zapojeno 12 embryí. Hodnoty jsou 
prezentovány ve výsledcích jako aritmetický průměr ± směrodatná odchylka. Poměr hmotnosti 
srdce a těla byl počítán HW/BW x 100 (HW = hmotnost srdce [g], BW = hmotnost těla[g]). 
Signifikantnost výsledků byla kontrolována pomocí Studentova t-testu a hodnoty statisticky 
významné byly označeny hvězdičkou s vysvětlením v legendě (* P < 0,05, ** P < 0,01, 
*** P < 0,001). Korelační koeficient byl proveden vynesením grafu s lineární spojnicí trendu, 
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rovnice regrese a hodnotou spolehlivosti R. Tuto hodnotu spolehlivosti hodnotíme jako malou 
(R = 0,1), střední (R = 0,3) a velkou (R = 0,5). 
4.2 Výsledky 
Výsledky byly organizovány do skupin dle sbírání dat a jejich následné analýzy: 
4.2.1 Hodnoty hmotnosti těla a srdce, poměr váhy srdce a těla 
4.2.2 Šíře buněk po značení hematoxylinem a eosinem a α-sarkomerickým aktinem 
4.2.3 Šíře stěny levé a pravé komory 
4.2.4 Hodnoty příčného průměru Purkyňových vláken 
4.2.5 Množství proliferujících kardiomyocytů v 1 mm
3
 tkáně 
4.2.1 Hmotnost těla a srdce 
První skupina (n=7) s kuřecími embryi byla inkubována za standardních podmínek – 
normotermie (37,5 °C). V druhé skupině (n=12) byla vejce s embryi kuřete ponechána 
v hypotermní teplotě (33,5 °C). Hypotermní embrya byla po vytažení z vejce viditelně menšího 
vzrůstu než kontroly. Tomuto faktu odpovídala i hmotnost těla po zvážení všech embryí (Graf 1). 
Průměrná váha normotermních embryí byla 16,88 ± 1,86 g, u hypotermního modelu byla hmotnost 
11,98 ± 1,26 g. Hmotnost u normotermních embryí byla větší o 29% než u hypotermních. 
Dle Studentova T-testu byla hodnota tohoto rozdílu velmi statisticky významná (P < 0,001).  
 
Po vyjmutí srdcí jsme pozorovali rozdíl mezi skupinami a srdce hypotermních embryí byla 
znatelně větší. Toto pozorování bylo potvrzeno i zvážením srdcí u obou skupin (Graf 2). Hmotnost 







normotermie       hypotermie
s***
Graf 1: Průměrná hmotnost těla kuřecích embryí u kontrolní skupiny (červeně) a 
u experimentální skupiny (modře) s inkubací v hypotermních podmínkách. 
Kontrolní skupina byla v průměru větší o 29% než hypotermní. (Studentův t-test (P < 0,001) 
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hypotermního modelu byla 182,10 ± 24,70 mg. Zde se hmotnost srdcí lišila o 18% a podle 
Studentova T-testu je výsledek signifikantní (P < 0,05). 
 
Na obrázku 10 je viditelný mírný rozdíl ve velikosti srdce, který ukazuje větší velikost srdce 
u hypotermních embryí ve srovnání s kontrolami. 
 
Dále jsme srovnávali poměr váhy srdce (g) k hmotnosti těla (g). U kontrolní skupiny byl 9,13 
± 0,07 a u experimentální skupiny byl 1,525 ± 0,17. Tento poměr byl významně větší (o 67%) 
u hypotermních embryí (P < 0,001). 
 
  
Obrázek 10: Transverzální řez srdcem u kontrol (vlevo) a experimentálního modelu 
(vpravo). 
Vlivem hypotermie dochází k zbytnění srdce (měřítko 1 mm), značení hematoxylin a eosin. 
 
Graf 3: Zprůměrované hodnoty měření šíře buněk u kontrol a experimentální skupiny po barvení 
hematoxylinem a eosinem.Obrázek??: Transverzální řez srdcem u kontrol (vlevo) a 
experimentálního modelu (vpravo). Vlivem hypotermie dochází k zbytnění srdce (měřítko 1 mm), 
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Graf 2: Průměrná váha srdce embryí u normotermní skupiny (červeně) a u hypotermní 
skupiny (modře).  





4.2.2 Šíře kardiomyocytů ve vybraných oblastech 
Po barvení hematoxylinem a eosinem vyšly hodnoty mezi jednotlivými oblastmi velmi 
podobně (Graf 3). Vybranými oblastmi byly střední cirkulární vrstva v levé a pravé komoře a 
papilární svaly v levé komoře. Tento způsob měření nebyl aplikovatelný u všech oblastí, proto byl 
tento krok opakován s imunohistochemickým značením. Ve většině případů bylo velmi obtížné 
přesně definovat stěnu buněk. Některé oblasti nebyly změřeny vůbec, zde je uveden pouze průměr 
ze získaných zón. 
 
Po imuhistochemickém značení α-sarkomerickým aktinem a WGA bylo mnohem snadnější 
určit přesně hranice buňky (Obrázek 11). Mezi oblasti našeho zájmu opět patřila cirkulární oblast 
levé a pravé komory, papilární svaly levé komory. 
Graf 3: Zprůměrované hodnoty měření šíře buněk u kontrol a experimentální skupiny 
po barvení hematoxylinem a eosinem. 
Hodnoty jsou zde velmi vyrovnané u obou skupin v rámci skupin. Měření nebylo získáno u všech 
původně vybraných oblastí. 
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Obrázek 11: Příklady obrázků z konfokálního fluorescenčního mikroskopu po značení α-SA 
a WGA.    
Nahoře je obrázek s normotermickými kardiomyocyty v papilárních svalech levé komory a 
na obrázku dole je stejná oblast z hypotermního modelu. Mezi velikostí buněk, jak u normotermie 
tak i u hypotermie, nejsou velké rozdíly. Měřítko je 50 µm. 
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Hodnoty po tomto způsobu značení byly opět v podstatě srovnatelné (Graf 4). Obecně byla 
naměřena relativně největší šíře buněk v cirkulární oblasti pravé komory u obou skupin. Naopak 
poměrně nejmenší buňky byly naměřeny v zóně papilárních svalů levé komory opět u obou skupin. 
Nicméně rozdíly mezi papilárními svaly a cirkulární oblastí v levé komoře byly sice minimální, ale 
více výrazné u hypotermního modelu. U hypotermních embryí byl větší rozptyl hodnot šíře 
kardiomyocytů, čemuž odpovídá i vyšší hodnota směrodatné odchylky. Průměrná hodnota 
směrodatné odchylky se u hypotermních embryí rovná jedné čtvrtině naměřených hodnot šíře 
buněk. Tyto výsledky nás vedly k hypotéze, že zvětšená velikost srdce indukovaná hypotermií není 
pravděpodobně způsobena pouze hypertrofickým růstem buněk, byť určitou úlohu mít bude. 
 
Tento předpoklad potvrzují i následující grafy (Graf 5). Grafy většinou vykazují pozitivní 
korelaci mezi naměřenými hodnotami příčného průměru buněk vždy u dvou zvolených oblastí. 
Potvrzuje to hypotézu, že pokud jsou buňky v jedné oblasti větší, budou větší i v jiné oblasti. To 
znamená, že jistý podíl na zvětšení srdce bude mít hypertrofický růst. 
 
Graf 4: Naměřené hodnoty šíře buněk u normotermicky a hypotermicky inkubované skupiny 
po imunohistochemickém značení. 
Průměrné hodnoty jsou u obou skupin srovnatelné. Větší rozptyl byl pozorován u hypotermní 
skupiny, což naznačuje větší směrodatná odchylka. 
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Podobně vyšly grafy, kde je srovnávána cílová oblast proti hmotnosti srdce. Vždy byla 
vynesena korelace mezi papilárními svaly levé komory a cirkulární vrstvou u pravé i levé komory 
obou skupin vůči hmotnosti. Ve většině grafů byl pozitivní trend naznačující hypertrofii jako možný 
mechanismus zvětšení srdce. Tato tendence ukazuje, že větší buňky se budou spíše vyskytovat 
ve váhově větším srdci. Nepřímá závislost se objevuje ve dvou případech: papilární svaly kontrol 
v levé komoře a cirkulární oblast hypotermního modelu pravé komory. Tento fakt značí nezávislost 
mezi velikostí příčného průměru buněk a váhou srdce. Téměř ve všech případech je významnost 
efektu malá. V jednom případě u kontrol, cirkulární oblast pravé komory proti váze srdce, byl efekt 
veliký a to bylo dáno jednou vyčnívající hodnotou korelace. 
Graf 5: Koeficient korelace mezi jednotlivými oblastmi. 
A) Vlevo nahoře je srovnání cirkulární oblast proti papilárním svalům v levé komoře u kontrol. 
B) Vpravo nahoře je porovnání cirkulární oblasti a papilárních svalů levé komory 
u experimentálních embryí. C) Korelace mezi cirkulární oblastí levé a pravé komory 





















































































































Graf 6: Srovnání jednotlivých oblastí vůči hmotnosti srdce. 
Obecně pozitivní trend naznačující podíl hypertrofie. A) Cirkulární oblast levé komory proti 
hmotnosti srdce u kontrol. B) Levá komora v cirkulární zóně vůči váze srdce u experimentálního 
modelu. C) Papilární svaly levé komory proti hmotnosti srdce u normotermie. D) Papilární svaly 
v levé komoře vůči váze srdce u hypotermie. E) Pravá komora v cirkulární oblasti vůči hmotnosti 
srdce u normotermicky inkubovaných kuřat. F) Cirkulární zóna v pravé komoře proti váze srdce 
u hypotermních embryí. 





















































































4.2.3 Šíře stěny komor 
Měření stěny levé a pravé komory ukázalo opět obdobné výsledky mezi skupinami (Graf 7). 
Tloušťka stěny levé komory byla přibližně dvakrát větší než v pravé komoře u obou skupin 
(Studentův t-test, P < 0,001) U levé i pravé hypotermní komory jsou hodnoty lehce byť statisticky 
nevýznamně zvýšené oproti kontrolám, což jen potvrzuje kardiomegalii po hypotermní inkubaci. 
Hodnoty směrodatné odchylky u hypotermie jsou poněkud vyšší. Toto odpovídá většímu rozptylu 
naměřených hodnot. 
 
Korelace mezi velikostí buněk a šířkou stěny komor měla ve většině případů pozitivní trend. 
Tento trend opět naznačuje jistou míru hypertrofie, v širší stěně budou i větší buňky. Nepřímá 
závislost se objevila v jednom případě – příčný průměr buněk cirkulární oblast pravé komory proti 
šíři pravé komory u hypotermických srdcí. Ve všech případech však byla hodnota spolehlivosti 
korelačního koeficientu malá. 
Graf 7: Naměřené hodnoty tloušťky stěny levé a pravé komory u normotermie a 
hypotermie. 
Levá komora je u obou skupin prokazatelně téměř dvakrát větší (Studentův t-test, *** P < 0,001). 








































Graf 8: Srovnání velikosti buněk proti šířce stěny komor. 
Hodnota spolehlivosti R je ve všech případech malá. A) Cirkulární oblast levé komory proti šíři 
levé komory u normotermie. B) Cirkulární vrstva levé komory vůči tloušťce levé komory 
u hypotermie. C) Cirkulární zóna levé komory proti šířce pravé komory. D) Cirkulární oblast 
pravé komory vůči šíři pravé komory. 





















































4.2.4 Příčný průměr Purkyňových vláken 
Hodnoty měření příčného průměru Purkyňových vláken v subendokardiu levé komory byly 
u obou skupin velmi podobné (Obrázek 12). Velikost Purkyňových vláken u kontrol byla 4,93 ± 
0,49 µm a u hypotermních embryí byla průměrná hodnota 5,11 ± 0,51 µm (Graf 9). Hodnota šířky 
hypotermních Purkyňových vláken byla lehce větší než u normotermní skupiny, nicméně rozdíl 
nebyl signifikantní. Ve srovnání s pracovními kardiomyocyty stejné oblasti byla Purkyňova vlákna 
menší u obou skupin. V případě normotermie byl rozdíl ve velikosti signifikantní (párový 
Studentův t-test, * P < 0,05). 
 
  
Graf 9: Srovnání průměrné velikosti příčného průměru Purkyňových vláken a 
kardiomyocytů u normotermie a hypotermie. 
Purkyňova vlákna jsou menší než kardiomyocyty, u normotermie je rozdíl signifikantní (Studentův 
t-test, * P < 0,05) 
Obrázek 12: Ukázka Purkyňových vláken v řezu. 
Obrázek vlevo je z normotermního řezu, vlevo je vidět snímek řezu hypotermického modelu. 
Měřítko je 50 µm. 
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4.2.5 Proliferace v kardiomyocytech 
Podíl hyperplazie na zvětšení srdce u hypotermních embryí proti kontrolám byl kontrolován 
pomocí imunohistochemického značení pHIS3. Tento jaderný marker se váže jen na fosforylovaný 
histon 3 při buněčném dělení (mitóze). V každém snímku byl zjištěn počet pozitivních buněk a 
plocha, která byla přepočítána na objem. Hodnoty uvedené v této sekci jsou podíly počtu 
proliferujících jader a objemu spočítaného z plochy snímku. Podle výsledků byla výrazně větší 
proliferace v hypotermních kardiomyocytech než v buňkách po normotermní inkubaci (Graf 10). 
V papilárních svalech levé komory a cirkulární vrstvy pravé komory byly hodnoty dokonce 
dvojnásobné v experimentálním modelu. V pravé komoře cirkulární oblasti byly hodnoty statisticky 
významné (Studentův t-test, P < 0,05). Celkově byly u obou skupin nejnižší hodnoty proliferace 
v cirkulární zóně pravé komory. Velikost směrodatné odchylky je zde výrazná, což je dáno 
přepočtem plochy a poté i objemu. Oblast s proliferujicími buňkami byla cíleně vybírána 
na konfokálním fluorescenčním mikroskopu a počet těchto buněk v rámci snímku byl vždy 
podobný vzhledem k typu inkubace. Průměrná četnost napočítaných pozitivních buněk na snímek 
byla u kontrol 9 ± 5 a u hypotermie 17 ± 10 kardiomyocytů (Obrázek 13). Vždy se velmi lišila 




Graf 10: Porovnání množství proliferujicích buněk v 1mm
3
 tkáně u normotermie a 
u hypotermie. 
V papilárních svalech levé komory a cirkulární zóně pravé komory jsou hodnoty zdvojnásobené 
u hypotermie, v oblasti pravé komory je výsledek signifikantní (* P < 0,05, Studentův t-test). 
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Obrázek 13: Příklad snímků z konfokálního fluorescenčního mikroskopu po značení pHIS 3. 
Obrázek nahoře je normotermní řez z levé komory v cirkulární vrstvě. Spodní obrázek je také 
z cirkulární vrstvy levé komory u hypotermního modelu. Na tomto příkladu je prokazatelně více 
proliferujících myocytů u hypotermního srdce. Měřítko je 50 µm. 
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Vztah lineární závislosti proliferace mezi oblastmi byl proveden korelačním koeficientem. 
Cílovými oblastmi byly cirkulární vrstvy levé komory proti papilárním svalům levé komory a 
cirkulární oblasti levé komory vůči stejné oblasti v pravé komoře. Ve všech případech byl pozitivní 
vztah. U normotermických dat je hodnota spolehlivosti R velká. U hypotermie je efekt mezi 
cirkulární vrstvou a papilárními svaly levé komory střední a v druhém případě je hodnota 
spolehlivosti malá. Tento výsledek ukazuje, že velký podíl na zbytnění srdce po hypotermické 
inkubaci má s velkou pravděpodobností hyperplazie. 
 
Korelace mezi průměrným počtem proliferujicích buněk v určitém objemu a váhy srdce měla 
v obou případech pozitivní charakter. Trend u normotermie není příliš výrazný, ale dle hodnoty 
spolehlivosti R je výsledek statisticky významný (P < 0,01). U hypotermie se objevuje velmi 
pozitivní přímá závislost mezi hodnotami, která znamená, že větší srdce mají více proliferujicích 
buněk než srdce menší. Při proložení jednotlivých oblastí vzhledem počtu proliferujicích buněk 
na objem a hmotnost srdce vyšly téměř obdobné grafy (viz Příloha). 
Graf 11: Korelace proliferace mezi jednotlivými oblastmi v srdci. 
A) Cirkulární oblast levé komory proti papilárním svalům levé komory u normotermie. B) 
Cirkulární oblast levé komory proti papilárním svalům levé komory u hypotermie. C) Cirkulární 
vrstvy levé komory vůči cirkulární oblasti pravé komory u normotermie. D) Cirkulární vrstvy levé 


















































Srovnání vztahu mezi proliferací a tloušťkou stěny vyšlo obdobně v rámci oblastí u obou 
testovaných skupin. Tloušťka stěny levé komory proti proliferaci levé komory v cirkulární zóně 
měla pozitivní trend u obou typů inkubace. Toto by znamenalo závislost, kdy v silnějších stěnách 
bude vyšší proliferace. Síla tohoto vztahu je však dle hodnoty spolehlivosti R
2
 malá. Na druhou 
stranu při korelaci proliferace pravé komory a šíře stěny komory vyšla negativní závislost v obou 
případech. To znamená, že v širší stěně nebude vyšší proliferace. Tato nasbíraná data mají hodnotu 
spolehlivosti R
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Graf 12: Vztah mezi počtem proliferujicích buněk v 1 mm
3
 tkáně a váhou srdce. 
Hodmoty spolehlivosti R jsou všude malé. A) Průměrné hodnoty cílových oblastí vůči hmotnosti 
































































Graf 13: Korelace mezi proliferací cirkulární vrstvy komory a tloušťkou stěny komory 
Ve všech případech byla hodnota spolehlivosti R nevýznamná. A) Šíře levé komory proti 
proliferaci v levé komoře cirkulární zóna u normotermie. B) Tloušťka levé komory proti 
proliferaci cirkulární oblasti v levé komoře u hypotermie. C) Šíře pravé stěny proti proliferaci 
cirkulární oblasti pravé komory u normotermie. D) Tloušťka pravé komory proti proliferaci 









5.1 Hypotermický kuřecí model 
Vzor pro tuto diplomovou práci vychází z publikace o hypotermií indukované hypertrofii 
u kuřecího modelu od autora Warbanow z roku 1970. Z tohoto důvodu nejprve vysvětlím 
metodický postup této práce. Dle doporučení autora byla vejce (n = 12) držena od 11 ED do 17 ED 
v subnormálních podmínkách, což byla teplota 33,5°C. Souběžně s tímto probíhala inkubace i 
za standardních podmínek 37°C s kontrolní skupinou vajec (n = 7). Autor zmiňuje nejvýraznější 
kardiomegalii právě při teplotě 33,5°C. Při vyšších teplotách nedocházelo k významnému poklesu 
velikosti a hmotnosti těla a současně ani ke znatelnému nárůstu srdce. Naopak u nižší teploty 
přežilo pouze 10-15% embryí a tato embrya měla velmi krátkou dobu přežití (1-2 dny). Embrya 
také byla morfologicky opožděna o jeden až čtyři dny od kontrol. Zvolenou teplotu 33,5°C autor 
hodnotí jako minimální pro životaschopnost embrya během hypotermní inkubace a po vytažení 
z vejce. Zároveň s tímto byla embrya na první pohled nerozeznatelná od normálně inkubovaných 
embryí, rozdíl se objevoval jen ve velikosti. Proto byla tato teplota zvolena jako vhodná pro náš 
experiment (Warbanow 1971, Warbanow 1970). 
Naše výsledky ukazují předpoklady předchozího odstavce. Velikost těla byla u hypotermně 
inkubovaných embryí zmenšená a hmotnost srdce byla větší ve srovnání s embryi inkubovanými 
za normálních podmínek. V obou případech byla data statisticky významná a potvrzují je i výsledky 
z jiných studií hypotermní inkubace (Merkow and Leighton 1967, Merkow and Leighton 1966, 
Nakazawa et al. 1986, Lee et al. 2011). Důvod ke vzniku této kardiomegalie je způsoben nízkou 
okolní teplotou. Pokles okolní teploty sníží srdeční frekvenci, srdce vykazuje bradykardii. Snížená 
tepová frekvence nezvládá pokrýt požadavky organismu. Jako kompenzační mechanismus se zde 
objevuje zvětšení srdečního výdeje jedním úderem (stroke volume) (Benson Jr et al. 1989). Nárůst 
objemu srdeční tkáně vlivem větší srdeční práce je způsoben zvětšením délky a šířky buněk 
do určité hmotnosti srdce (Linzbach 1960, Oparil et al. 1984). Využívá Frank – Starlingova 
mechanismu, kde je energie potřebná ke kontrakci přímo úměrná délce srdečních vláken. 
Při protažení srdečních vláken dochází ke zvětšení síly stahu. Po dlouhotrvajícím potřebě silnějšího 
stahu dochází ke zbytnění stěny komor. Zvýšené zatížení srdce je spojeno s růstem srdeční váhy 
(Oparil et al. 1984). U hypotermicky inkubovaných embryí byla pozorována lepší schopnost 
kontraktility, hodnoty byly většinou až dvojnásobné (Warbanow 1971). 
V publikaci Warbanow (1970) vysvětluje, že kardiomegalie je zapříčiněná hypertrofií. Autor 
vychází ze snímků ze světelného mikroskopu po značení hematoxylin a eosin. V publikaci 
dokazuje, že je znatelný rozdíl ve velikosti u hypotermních buněk. Jako příklad jsou uvedeny dva 
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příkladné snímky, ovšem na malém zvětšení (viz náš Obrázek 10). Dle našeho měření po značení 
hemaxylinem a eosinem vyšly hodnoty velmi podobně a to ve všech cílových oblastech. Data se 
však nepodařilo nasbírat ze všech oblastí ani po opakování značení. Celkové měření jednotlivých 
buněk bylo velmi orientační, protože nebyla snadno určitelná membrána buněk. Z tohoto důvodu 
jsme zhodnotili tento způsob jako nevhodný pro kvantitativní určení příčného průměru buněk a 
použili jsme jiný způsob značení. 
Druhý způsob imunohistochemickým značením vyvrací teorii Warbanowa o hypertrofii 
indukované hypotermií jako výhradním mechanismu pro zvětšení tkáně srdce. Výsledky po tomto 
značení vyšly opět velmi podobně mezi oběma způsoby inkubace a zároveň ve všech vybraných 
oblastech pracovního myokardu. To znamená, že po hypotermii nedochází ke kardiomegalii 
způsobené pouze hypertrofií. Předpokladem pro měření příčného průměru buněk byl 
harmonizovaný růst obou parametrů. Pokud se vlákna zvětšují, poměr mezi délkou a šířkou je stále 
stejný (Linzbach 1960). Nicméně jiní autoři ve svých publikacích zmiňují, že při změněných 
podmínkách buňka rovnoměrně neroste. Dochází k výraznějšímu růstu v délce proti šířce 
po objemovém zatížení či dilataci komor (Astorri et al. 1977, Oparil et al. 1984, Gerdes et al. 1983). 
Měření délky kardiomyocytů v této práci nebylo provedeno z důvodu komplikovaného protokolu. 
Tvar kardiomyocytů je vřetenovitý, proto je obtížné zachytit na řezu buňku celou. Druhou možností 
je izolace jednotlivých kardiomyocytů a následné měření. Tento protokol je však poměrně časově 
komplikovaný a počet získaných myocytů je nízký. 
5.2 Korelace mezi velikostí buněk, hmotností srdce a těla 
Poměr hmotnosti srdce a těla (váha srdce/váha těla x 100) se velmi liší mezidruhově. V našem 
případě byl výsledek u hypotermní skupiny o téměř 70% vyšší než u kontrolní skupiny. Po přesunu 
z vody na souš došlo v některých případech až ke ztrojnásobení velikosti srdce obratlovců (Poupa 
1993). Relativně největší hmotnost srdce se objevuje právě u ptáků, poté jsou savci a nakonec 
poikilotermové (Ostadal 2013). Srdeční nárůst je způsoben většími energetickými požadavky 
na udržení stálé teploty a zároveň náročný antigravitační let ptáků (Poupa and Ostadal 1969, Else 
and Hulbert 1983). Velikost srdce je rovněž výrazně ovlivněna životním stylem daného druhu, 
například u ryb se objevují mnohem větší srdce u druhů s vyšší pohybovou aktivitou. Podobné 
pozorování bylo i u jiných skupin obratlovců, jako jsou plazi a hlavně obojživelníci. V některých 
případech se objevují výjimky, ve kterých i méně aktivní druhy mají vzhledem k hmotnosti těla 
velká srdce (Ostadal 2013). Například nejvyšší hodnota poměru v hmotnostech srdce a těla nastává 
čtvrtý až pátý den u potkana, poté hodnota klesá (Clubb and Bishop 1984). 
Závislost mezi velikostí buněk a hmotností srdce je možná překvapivě ve většině případů 
kladná. Tato pozitivní korelace značí, že ve větším srdci se budou objevovat vetší buňky. Nicméně 
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u normotermie byly hodnoty velmi podobné a tvořily jednotnou skupinu. Obecně převládala malá 
hodnota spolehlivosti. Jen v jednom případě byla hodnota spolehlivosti poměrně veliká, což bylo 
pravděpodobně dáno přítomností jedné odlehlé hodnoty. U hypotermie byly hodnoty mnohem 
variabilnější než u kontrol, což je dáno větším počtem embryí a zároveň větším rozptylem prakticky 
všech parametrů. Opět převládala pozitivní korelace mezi velikostí srdce a buněk, pouze v pravé 
komoře byla negativní závislost. To je pravděpodobně způsobeno velkou variabilitou naměřených 
hodnot či odlehlými hodnotami. Tento výsledek nevylučuje hypertrofii jako možný podíl na růstu 
srdeční tkáně. 
5.3 Regionální rozdíly v srdečních oddílech 
Srovnávali jsme cirkulární oblast a papilární svaly levé komory a cirkulární vrstvu levé a 
pravé komory. Korelační koeficienty mezi cílovými oblastmi u normotermicky inkubovaných 
tvořily poměrně jednotnou skupinu. V případě porovnání oblastí z levé komory mezi hodnotami 
nebyla závislost a v druhém případě srovnání levé a pravé komory byla mezi hodnotami závislost. 
U obou korelačních koeficientů byla hodnota spolehlivosti malá. Nepřítomnost příliš odlehlých 
hodnot může být způsobena nízkým počtem normotermicky inkubovaných embryí. U hypotermie 
nám vyšla závislost mezi oblastmi v obou případech pozitivně a hodnota spolehlivosti byla střední 
až velká. Tyto pozitivní koeficienty značí, že jde o vyrovnanou velikost buněk v rámci oblasti. 
Pokud jsou kardiomyocyty v jedné oblasti velké, budou velké i v oblasti jiné. Záporná korelace 
u normotermie může být způsobena relativně malým počet kontrol. V jedné studii je však navrženo, 
že vlákna levé komory jsou oproti pravé tlustější u dospělého jedince (Linzbach 1960). Což 
odpovídá vyšší zátěži v postnatálním životě u levé komory. V prenatální fázi jsou velikosti více 
vyrovnané, protože na buňky obou komor je kladen vyrovnaný tlak. Například u embrya potkana se 
liší rychlost růstu a diferenciace v jednotlivých srdečních segmentech. Vyšší růst v určité oblasti 
srdce je zajištěn hyperplazií kardiomyocytů (Knaapen et al. 1996). 
Šíře stěny levé komory byla průměrně dvojnásobně větší než u pravé komory. Hodnoty jsou 
při normotermii i hypotermii signifikantní. Nejednota mezi levou a pravou komorou může být dána 
menším počtem vrstev v pravé komoře (Linzbach 1960). Množství kardiomyocytů je nižší v pravé 
komoře a jejich celková hustota je nižší. Nevyrovnanost mezi komorami je způsobena remodelací 
brzy po narození (Smolich et al. 1989, Kajstura et al. 1995, Burrell et al. 2003). Buňky v pravé 
komoře mají schopnost se dělit déle než v levé komoře. Je to pravděpodobně způsobené větší 
hemodynamickou zátěží v levé komoře. Po narození jsou na ní kladeny mnohem větší nároky, což 
urychlí maturaci levé komory (Stacy et al. 2009). Ještě při narození je však počet kardiomyocytů 
v obou komorách podobný (Anversa et al. 1980). Apoptóza je nevýraznější první postnatální den a 
poté klesá (Fernandez et al. 2001) a je mnohem znatelnější v pravé komoře (Porrello et al. 2008). 
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Finální počet kardiomyocytů je určen primárně velikostí srdce, která se vztahuje k fetálnímu a brzce 
postnatálnímu růstu. Je přímo závislý na tělní váze a hmotnosti srdce (Stacy et al. 2009). Dle našich 
výsledků závislost mezi velikostí buněk a šířkou stěny komory nebyla potvrzena, u obou způsobů 
inkubace byla jeden výsledek negativní a druhý pozitivní. Navíc byla data málo významná dle 
hodnoty spolehlivosti 
Prokazatelně větší levá komora a její stěna se u ptáků objevuje běžně. Tento fakt je u nich dán 
velkými nároky na dodávku krve pro létací svaly (King and McLelland 1984). Větší komorová 
dutina bude mít nároky na silnější stěnu komory, aby bylo možné velký objem z dutiny vytlačit 
sílou stahu. Dospělá ptačí kompaktní vrstva v levé komoře je dokonce pětkrát širší než pravá. U 
savců je tento poměr 3:1 pro levou komoru (Sedmera et al. 1997). Při měření plochy nebyl objeven 
výrazný rozdíl mezi levou a pravou komorou za standardních podmínek ve stádiu HH 27 (Tobita 
and Keller 2000). Tento fakt může být způsoben silnější vrstvou trabekul pravé komory, které je pro 
ni postnatálně typické. Naše měření bylo zacíleno pouze na kompaktní vrstvu bez trabekul, jejichž 
podíl na celkové hmotě myokardu byl na námi analyzovaném stádiu již minoritní (Sedmera et al., 
1997). 
5.4 Reakce embryonálního srdce na změny hemodynamiky 
Při experimentálním podvazu výtokové části srdce se hodnoty změřené plochy průřezu lišily 
dle způsobu zátěže (Tobita and Keller 2000). To odpovídá předpokladu, že stěna komor se 
přizpůsobuje změnám hemodynamických podmínek pro potřeby organismu. V časném 
embryonálním období je přizpůsobení stěny výraznější v trabekulách, které jsou klíčové 
pro kontraktilní funkci v tomto období (Tobita and Keller 2000, Sedmera et al. 1997, Clark et al. 
1984). Embryonální architektura myokardu je zcela odlišná od dospělé kuřecí komory i 
v kompaktní vrstvě (Tobita and Keller 2000). Obecně je mnohem tenčí u embryí než v pozdním 
fetálním období nebo u dospělců. Většinu stěny zajišťují trabekuly právě v počátečním 
embryonálním období před zapojením koronární cirkulace (Ben-Schachar et al. 1985, Sedmera et 
al. 1997).  
Proliferace myocytů je v našich výsledcích téměř dvojnásobně zvýšena po hypotermní 
inkubaci. Statisticky významné je toto zvětšení proliferace pouze v pravé komoře. Vztah 
proliferačního potenciálu mezi oblastmi vyšel pozitivně ve všech případech a u normotermie byla 
hodnota spolehlivosti veliká. Překvapivě k našim výsledkům vyšly hodnoty v publikaci Warbanow 
(1970) nesouhlasně. To vysvětluje jeho dedukci o růstu zajištěném pouze hypertrofií po hypotermní 
inkubaci. Uvádí, že množství jader bylo u kardiomegalie nižší než u normotermie. Zároveň byla 
redukovaná hodnota hydroxyprolinu na mg sušiny srdeční tkáně. O rok později však autor píše 
o kontraktilních vlastnostech hypotermicky inkubovaného srdce. Zmiňuje zde, že kardiomegalie 
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byla zajištěna kombinací růstu hypertrofií a hyperplazií (Warbanow 1971). Korelace mezi 
proliferací a hmotností srdce nám vyšla kladně, ale hodnota spolehlivosti byla malá. 
Hyperplazie může být kompenzační mechanismus dlouhodobého srdečního zvětšení. Je zde 
hypotéza, že při pomalém tlakovém přetížení v pravé komoře dojde k hyperplastickému růstu 
myocytů o 41% a zvětšení průměrného objemu na jádro bylo o 28%. Hyperplazie a hypertrofie se 
tak mohou podílet na zbytnění myokardu paralelně. Například u lidského srdce je navržena kritická 
hmotnost 500g, nad kterou bude další růst zajištěn hlavně hyperplasticky (Linzbach 1960, Olivetti 
et al. 1987). Obdobné výsledky byly dokumentovány i jiné studii, kde je určena kritická hodnota 
100g pravé komory pro lidské srdce. Pod touto hmotností je růst hypertrofický a nad touto 
hodnotou je zajištěn kombinací hyperplazie a později hypertrofie (Astorri et al. 1971). U levé 
komory byla stanovena kritická hmotnost 250 g u lidského srdce. Při této kritické hmotnosti byl 
progresivní růst velikosti buněk, ale byl nižší než růst stěny (Astorri et al. 1977). 
Ve většině výrazných prenatálních patologických podmínek je kompenzační růst zajištěn 
hyperplazií (Sedmera and Thompson 2011, Sedmera et al. 2003b). DNA syntéza byla objevena 
v hypertrofované levé komoře (Morkin and Ashford 1968, Meerson et al. 1968, Nair et al. 1968). 
Tento jev byl také pozorován v experimentech s podvazem aorty u potkanů (Wegner and Mölbert 
1966) či infarktem zasažené srdeční tkáně (Shafiq et al. 1968). Po experimentální stenóze aorty se 
nejprve objevuje hyperplazie a teprve poté hypertrofie (Wegner and Mölbert 1966). Tyto výsledky 
z různých studií nám ukazují, že přizpůsobení srdeční tkáně hemodynamické zátěži u dospělců 
obvykle nastává hypertrofickým růstem nebo kombinací hyperplazie a hypertrofie. 
Buněčné dělení se uplatňuje hlavně během embryonálního období, krátce po narození či 
vylíhnutí srdeční sval ztrácí svou schopnost dělit se (Shafiq et al. 1968, Manasek 1968). V dalších 
fázích je postnatální růst zajištěn hlavně hypertrofií (Li et al. 1997, Oparil et al. 1984). Přepnutí 
z hyperplazie na hypertrofii je druhově specifické (Wills et al. 2008). Spouštěč tohoto přepnutí je 
nicméně stále neznámý (Jung et al. 2011). Po přepnutí dochází k zvětšení objemu buněk 
u některých druhů 30-40x (Oparil et al. 1984). Obvykle bývá pravidlem, že kontraktilní, 
jednojaderné a nediferenciované buňky se mohou dále dělit (Manasek 1968). Obecně množství 
dělení buněk klesá s přibývajícím věkem již od narození (Overy and Priest 1966, Enesco and 
LeBlond 1962). Překvapující je poté fakt, že počet jader je v dospělém srdci dvakrát větší než 
při narození. Předpokládá se, že to způsobeno rozdělení jádra kardiomyocytu bez následné 
cytokineze (Grove et al. 1969). 
Pro podpoření této hypotézy většina buněk je v dospělosti dvoujaderných (Petersen and 
Baserga 1965, Katzberg et al. 1977). Tato dvoujadernost je limitujícím faktorem pro další dělení 
buněk. V tomto stádii dvoujadernosti jsou buňky již plně diferenciované (Jung et al. 2011, Oparil et 
al. 1984). U člověka se objevuje dvoujadernost mnohem vzácněji než u ostatních zvířat, naopak má 
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mnohem více polyploidních myocytů. Počet diferencovaných a s tím vícejadernost buněk přibývá 
během života každého jedince (Sandritter and Scomazzoni 1964). Dle studie dělané u lidí bylo však 
prokázáno, že polovina myocytů je nahrazena během života (Bergmann et al. 2009). Podle další 
studie  jepočet myocytů při narození menší než v dospělosti, hyperplazie probíhá i v postnatálním 
období (Korecky and Rakusan 1978). S velkou pravděpodobností se hyperplazie v srdečním svalu 
nezastaví definitivně brzy po narození, velmi také záleží, o jaký typ buňky půjde. Intenzita 
proliferace po narození se již dále nezvyšuje. 
5.5 Změny v převodním systému 
Purkyňova vlákna jsou po hypotermní inkubaci lehce větší než kontroly. Větší velikost však 
není signifikantní. Drobné zvětšení po hypotermii může naznačovat hypertrofický způsob růstu. 
Zde nebyla provedena kontrola proliferačního růstu, protože získání dostatečného počtu pozitivních 
jader by bylo vzhledem k celkovému objemu Purkyňových buněk mizivé. Určení a následná 
analýza Purkyňových vláken obvykle bývá dle jejich lokalizace v myokardu, což je podél 
subendokardu nebo v blízkosti arterií (Davies 1930, Gourdie et al. 1995). Tento způsob jejich 
detekce jsme tedy použili i v této studii Další možností určení je značení pomocí protilátky proti 
Cx40, hlavního konexinu v převodním systému (Miquerol et al. 2004), jak bylo ukázáno na myším 
modelu. U kuřecího modelu jsme tento protokol však ještě nezkooušeli. 
Zároveň jsou Purkyňova vlákna menší než pracovní kardiomyocyty, u normotermní skupiny 
je výsledek statisticky významný. V jiných studií se srovnáním velikosti Purkyňových vláken se 
tato velikost velmi lišila u jednotlivých druhů. U potkanů, myší a makaků je jejich velikost menší 
než u pracovních myocytů. Zato u jiných druhů, jako jsou například šelmy, lidé, kopytníci, jsou tyto 
vlákna převodního systému větší (Ono et al. 2009). Srovnání velikostí u kuřecího modelu a 
současně v embryonálním období nebylo v aktuální literatuře nalezeno. Menší velikost může být 
zapříčiněna opožděným růstem oproti kardiomyocytům, protože Purkyňová vlákna jsou v tomto 




Naše výsledky částečně potvrdily předpoklad ze 70. let minulého století. Vlivem nižší 
inkubační teploty dochází k signifikantnímu zmenšení velikosti těla a zvětšení srdce u 
experimentální skupiny kuřecích embryí. Zvětšení srdeční tkáně nemohlo být ale zajištěno pouze 
hypertrofickým růstem buněk. Příčné průměry buněk nám vyšly v cílových oblastech velmi 
podobně u hypotermní i kontrolní skupiny po imunohistochemickém značení i po značení 
hematoxylin a eosin. Hypotermní buňky vykazovaly mnohem větší variabilitu ve velikosti. 
Nicméně korelační analýza ve většině případů nasvědčovala vyrovnaný růst mezi vybranými 
oblastmi či srovnání velikosti buněk k hmotnosti srdce. Levá kompaktní vrstva komory byla oproti 
pravé komoře dvojnásobná. Tento rozdíl se během dospělosti ještě mnohem zvětší pro potřeby 
organismu. Lehký nárůst v šíři stěny, který odpovídá zbytnění srdce, se objevil u hypotermní 
skupiny. Purkyňova vlákna, terminální část převodního systému srdečního, byla lehce menší než 
běžné pracovní kardiomyocyty. Tato vlákna se obvykle velmi liší mezi druhy a v literatuře se jejich 
popis dost rozchází. U hypotermie byla Purkyňova vlákna nesignifikantně zvětšena. Rozdíl nebyl 
nijak výrazný a nelze říct, že šlo o hypertrofiký růst těchto vláken. Proliferační index byl určen po 
imunohistochemické značení pHIS 3 a následně vyjádřeno množství pozitivních jader na objem. 
Hodnoty proliferace byly u hypotermického modelu až dvojnásobné s výjimkou levé komory 
v cirkulární zóně. U pravé komory byl výsledek statisticky významný. Korelace mezi jednotlivými 
oblastmi potvrzovala vyrovnanou proliferaci v celém srdci a to výrazněji u hypotermního modelu. 
Dle našich výsledků lze na závěr říct, že po hypotermní inkubaci dochází ke kardiomegalii 
způsobené hyperplazií a s drobným podílem buněčné hypertrofie. 
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Graf 14: Korelace mezi jednotlivými oblastmi a hmotností srdce. 
A)Cirkulární vrstva v levé komoře proti hmotnosti srdce u normotermie. B) Cirkulární zóna 
v levé komoře proti hmotnosti u hypotermie. C) Papilární svaly levé komory proti hmotnosti 
srdce u normotermie. D) Papilární svaly levé komory vůči hmotnosti srdce u hypotermie. E) 
Cirkulární vrstva pravé komory proti váze srdce u normotermie. F) Cirkulární oblast pravé 
komory proti hmotnosti srdce u hypotermie. 


























































































3. Praní          1x     PBS                                                                                     5 minut 
                   2x     PBS –Tween 20 (0,5%)                                                   2x5 minut 
                   2x     PBS                                                                                 2x5 minut 
 
4. Předinkubace NGS 1:10 / 1% BSA / 0,1% PBT             RT                  20-60 minut 
                                
5. Inkubace s 1. AB:                                                            +4ºC                             ON 
  αSA (Sigma A2172) 1:800 
          ředit v NGS 1:10 / 1% BSA / 0,1% PBT 
 
6. Praní           3x   PBS                                                                                3x10 minut 
 
7. Inkubace s 2. AB:                                                           RT        90 minut-4 hodiny 
  Goat anti Mouse – TRITC (JIRL 115-025-068) 1:200 
      ředit v NGS 1:10 / 1% BSA / 0,1% PBT 
 
8. Praní          3x   PBS                                                                                 3x10 minut 
  
9. Aplikace lektinu:                                                            RT                        60 minut 
  WGA – Alexa 488 (Invitrogen W11261) 1:50 
        ředit v 1% BSA / 0,1% PBT 
 
10. Praní         3x    PBS                                                                                   3x5 minut 
      1x    destil. H2O                                                                         1x5 minut 
 
11. HOECHST (Sigma 861405) 1:100 000                          RT                         10 minut 
   ředit v 0,1% Triton / destil. H2O 
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17. Praní          1x     PBS                                                                                     5 minut 
                   2x     PBS –Tween 20 (0,5%)                                                   2x5 minut 
                   2x     PBS                                                                                 2x5 minut 
 
18. Restaurace antigenu v 10mM citrátovém pufru pH 6,00 (MW 750 W)  2x5 minut 
 
19. Chladnutí v PBS – Triton 0,1%                                                                  10 minut 
 
20. Praní           2x  PBS                                                                                   2x5 minut 
 
21. Předinkubace NGS 1:10 / 0,1% PBT                               RT                 20-60 minut 
 
22. Inkubace s 1. AB:                                                           +4ºC                              ON 
  pHIS 3 (Millipore 06-570) 1:100 
   ředit v NGS 1:10 / 0,1% PBT 
 
23. Praní           3x  PBS                                                                                3x10 minut 
 
24. Inkubace s 2. AB:                                                             RT      90 minut-4 hodiny 
 Goat anti Rabbit–Alexa 488 (ab150097) 1:200 
  ředit v NGS 1:10 / 0,1% PBT 
 
25. Praní         3x    PBS                                                                                  3x5 minut 
      1x   destil. H2O                                                                         1x5 minut 
 
26. DRAQ 5 (LI-COR 928-40022) 1:1000                               RT                      60 minut 
       ředit v 0,1% PBT 
 
27. Praní         2x    PBS                                                                                  2x5 minut 
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